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Beschreibung 

Die vorliegende Erftndung betrifft neue, modifizierte Basen enthaltcade Oligonucleotide mit wertvollen 
physikalischen, biologischen und pharmakologischen Eigenschaften, ein Verfahren zu deren Herstellung sowie 
5 deren Verwendung als Inhibitoren der Genexpression (Antisense Oligonukleotide, Ribozyme, Sense Oligonu- 
kleotide und Triplex Forming Oligonukleotide), als Sonden zura Nachweis von Nucleinsauren, als Hilfsmittel in 
der Molekularbiologie und als Arzneimittel oder Diagnosttkum. 

Aus der Literatur sind zahlreiche chemische Modifikationen von Oligonukleotiden bekannt Diese Modifika- 
tion kdnnen das Zucker-Phosphat-Geriist oder die Nucleobasen betreffen. Eine Obersicht Ober den Stand der 
10 Technik geben beispielsweise Uhlmann & Peyman, Chem. Rev. 1990, 90, 543 und Milligan et al, J. Med. Chem. 
1993,36,1923]. 

Eine chemische Modification von Oligonukleotiden ist in der Regel erforderlich, da unmodifizierte Oligonu- 
kleotide sehr rasch durch nukleolytische Aktivitaten sowohl in Zellen als auch im Zellkulturmedium abgebaut 
werden. Die Stabilisierung gegen nucleotytischen Abbau kann durch Ersatz des Zucker-Phosphat-Ruckgrats 

is oder durch Modifikation der Phosphatbrucke, des Zuckerbausteins oder der Nucleobase erfolgen [Milligan et aL, 
supra und Uhlmann & Peyman, supra]. 

Neben Modifikationen, die zu Oligonukleotiden mit einer erhohten Stabilitat gegenuber ebem nukleolyti- 
schen Abbau fflhren, sind Modifikationen von Interesse, die das Hybridisierungsverhalten der modinzierten 
Oligonukleotide dahingehend verandern, daB diese z. B. stabilere Hybridisienmgskomplexe (Duplexe) mit intra- 

20 zellularen Nukleinsauren (sogenannte Target- Nukleinsauren) bilden kdnnen. Eine Veranderung der Hybridisie- 
rungseigenschaf ten von Oligonukleotiden ist z. R durch Modifikation der Basen mogiich. Die veranderten 
Hybridisierungseigenschaften solch modifizierter Oligonukleotide sind z. B. an der — im Vergleich zu den 
unmodifizierten Oligonukleotiden — veranderten Schmelztemperatur (T m -Wert) der Duplexe zu erkennen. 
So bilden Oligonukleotide, die z. B. 5-Bromuracil enthalten, stabilere Hybridisierungskomplexe mit den kom- 

25 plementiren Nucleinsauren als Oligonukleotide, die die entsprechenden unsubstituierten Basen (Uracil) enthal- -- 
ten [GJX Fasman, CRC Handbook of Biochemistry and Molecular Biology, 3rd edition, 1975, Nucleic Acids, VoL 
1,58-585} 

Aus der PCT-Anmeldung WO 93/10820 sind ferner Oligonukleotide bekannt, die modifizierte Uracil- bzw. " 
Cytosinbasen enthalten und im Vergleich zu den nicht modifizierten Oligonukleotiden stabilere Duplex- oder * 

30 Triplexstrukturen mit den Targetnukleinsauren ausbilden kdnnen. Verbesserte Hybridisierungseigenschaften 
wurden auch fur Oligonukleotide beschrieben, die das Basenanalogon 2-Aminoadenin enthalten [Chollet et at 
(1988), Nucleic Acid Research, 16, 305—317]. Aus der Deutschen Patentanmeldung P 44 15 370-8 ist bekannt, daB 
der Einbau von 8-Azapurinbasen in Oligonukleotide die Stabilitat der entsprechenden Hybridisierungskomplexe 
mit den Targetnukleinsauren erhohL Aus der PCT-Anmeldung WO 93/09127 sind ferner Oligonoukleotide 

35 bekannt, die substituierte oder unsubstituierte 7-Desazapurinbasen enthalten und die dadurch leichter Triplex- 
strukturen mit den Targetmolekulen (Doppelstrang-DNA) bilden kdnnen. 

Allerdings laBt sich nicht vorhersagen, welche Basenmodifikationen zu einer Erhdhung der Duplexstabilitat 
fQhren. So sind auch zahlreiche Beispiele von Basenmodifikationen bekannt die die Duplexstabilitat verringeren. 
So werden in der PCT-Anmeldung WO 92/002258 pyrimidm-modifizierte Oligonukleotide beschrieben, die eine 

40 venninderte Bindungsaffinitat zu der Targetnukleinsauren aufweisen. Auch veringern Methyl- oder Brom-Sub- 
stituenten, die an die 8-Position des Purinringes eingef uhrt werden, die Stabilitat der entsprechenden Duplexe [E. 
N. Kanava et al Biochemistry (1987) 26 7159, und Biochemistry, 1984, 23, 4219J 7-Desazaadenin enthaltende 
Oligonukleotide bilden deutlich weniger stabile Duplexe mit komplementaren Oligonukleotiden als Adenin 
enthaltenden Oligonukleotide [Seela et al, Nucleic Acid Research (1982) 10, 1389} 

45 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, neue Oligonukleotide mit vorteilhaften Eigenschaften zur 
Verfflgung zu stellen. 

Es wurde nun Oberraschend gefunden, daB Oligonukleotide, die mindestens eine substituierte 7-Desazapurin- 
base aufweisen, deutlich stabilere Hybridisierungskomplexe mit den Targetnukleinsauren bilden als vergleichba- 
re Oligonukleotide, die unsubstituierte 7-Desazapurinbasen aufweisen. 
50 Die Erfindung betrifft somit Oligonukleotide der Formel 1 
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sowie deren physiologisch vertraglichen Saize worin 

B unabhangig voneinander eine in der Nukleotidchemie ubliche Base bedeuten und mindestens ein B eine Base 
der Formel II bedeutet 




(ii) 
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worm 

R 15 und R 16 unabhangig voneinander 

1. Wasserstoff 

2. Halogen, 

3. (Ci-Ci 0 )-Alkyl 

4. (C 2 — Cio)- Alkenyl, 

5. (C 2 -Qo>-Alkiny!, 

6. NO* 

7. NH2, 
8-Cyano, 

9. -S-(C,-C6)-AIkyl, 

10. (Ci-C6)-Alkoxy 

11. (C€~C2o>Aryioxy 
lZSiH 3 

13. 
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II 

-C-R(a) 
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14. einen wie unter 3., 4, oder 5. definierten Rest, der mh einem oder mehreren Resten aus der Gruppe SH, 
S-(Ci-C6}-Alkyi, (Ci-Ce^Alkoxy, OH, -NR(c)R(d), -CO-R(b), -NH-CO-NR(c)R(d), 
— NR(c)R(gX -NR(e)R(f), — NR(e)R(g) oder mit einem Poryalkyienglykol-Rest der Formel 
— [O— (CH 2 )r]s— NR(c)R(d), wobei r und s unabhangig voneinander eine ganze Zahl zwischen 1 — 18, 
bevorzugt 1 —6, bedeuten, substituiert ist wobei funktionell Gruppen wie OH, SH, — CO— R(b\ — NH— 
CO-NR(c)R{d), -NR(c)R<dX — NR(e)R(f), — MR(e)R(g) oder -NR(c)R(g) zusatzlich mh einer oder meh- 
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reren Gruppen, gegebenenfalls uber einen weiteren Linker, verknflpft sein kdnnen, die die intrazellulSre 
Aufnahme begunstigen oder als Markierung einer DNA- oder RNA-Sonde dien n oder bei der Hybridisie- 
rung des Oligonucleotidanal gons an die Target-Nucleinsaur dies unter Bindung, Quervemetzung oder 
Spaltung angreif en, oder 

5 15. einen wie unter 3, 4. oder 5. definierten Rest, worin ein bis aile H-Atome durch Halogen, vorzugsweise 

Flu r,substitriertsind, bedeutet 

R(a) OH, (Ci— Ce)-Alkoxy, (Ce— Ca^Aryloxy, NH 2 oder NH— T bedeutet, wobei T eine Alkylcarboxy- oder 
Alkylaminogruppe darstellt, die mit einer oder mehreren Gruppen, gegebenenfalls uber einen weiteren Linker, 
10 verknfipft sind, die die intrazellulare Aufnahme begunstigen oder als Markierung einer DNA- oder RNA-Sond 
dienen oder bei der Hybridisierung des Oligonucleotidanalogons an die Target-Nucleinsaure diese unter Bin- 
dung, Quervemetzung oder Spaltung angreif en, 
R(b) Hydroxy!, (d -C^Alkoxy, oder -N(R(c)R(d) bedeutet, 

R(c) und R(d) unabhangig voneinander H, (Q — C6)-Alkyl unsubstituiert oder substituiert mit — NR(e)R(f) oder 
is — NR(e)R<g)bedeuten, 

R(e) und R(f) unabhangig voneinander H oder (Ci — Ce)-Alkyl bedeuten, 

R(g) (d — Ce)-Alkyi-COOH bedeutet mit der MaBgabe, daB R 15 und R 16 nicht jeweils gleichzeitig Wasserstoff, 
NO2, NH2, Cyano oder SiHj sein kdnnen, 
£ und F unabhangig voneinander H, OH oder NH 2 bedeuten, 
20 R 1 Wasserstoff, Ci— Cig-Alkyi, C2— Cig-Alkenyl, C 2 — Qs-Alkinyl, C 2 — Cig-Alkylcarbonyl, C 3 — Cw-Alkenylcar- 
bonyl, C3— Ci9-AlkinyicarbonyI,(C6--* Ci4)-Aryl-(Ci— C«)-alkyl, eine in der Nukleotidchemie Obliche Schutzgrup- 
pe oder einen Rest der Formel Ilia 

I - 

Z - P - Z' (IHa) 
I 

W 

30 

bedeutet; 

R u Wasserstoff, Ci — Cig-Alkyl, C 2 — Qg-Alkenyl C 2 — Cis-Alkinyl, C 2 — Cu-Alkylcarbonyl, Cj— C t »-Alkenylcar- 
bonyl, C3— Cis-Alkinylcarbonyi (C6— Ci4>-Aryl-(Ci— Ce^alkji oder einen Rest der Formel IHb 



I 

P - X (IHb) 

II 

W 

bedeutet; 

R 2 Wasserstoff, Hydroxy, Ci — Cir-AIkoxy, Ci — Ce-Alkenyloxy, insbesondere Allyloxy, Halogen, insbesondere F, 

Azido oder NH2 bedeutet; 
45 a fur Oxy, SuJf anidyl oder Methylen steht; 

n eine ganze Zahl >: 1 bedeutet; 

W Oxo, Thioxo oder Selenoxo bedeutet; 

VOxy, Sulfandiyl oder Iraino bedeutet; 

Y Oxy, Sulfandiyl, Imino oder Methylen bedeutet; 
50 Y' Oxy, Sulfandiyl, Imino, (CH 2 )m oder V(CH 2 )m ist, worin 

m eine ganze Zahl von 1 bis 18 bedeutet; 

X Hydroxy oder Mercapto bedeutet; 

U Hydroxy, Mercapto, SeH, Q— Ci*-Alkoxy, G-Cis-Alkyl, Ce-Cw-Aryl (C6-Ci 4 )-Aryl-<Ci-Ce)-alkyi, 
NHR 3 , NR 3 R 4 oder einen Rest der Formel IV 

(OCHzCHjJpOCCH^C^R 5 (IV) 

bedeutet, worin 

R 3 Ci-Cig-AIkyl, Ce-CarAryl, (C6-C l4 )-AryKCi-C8)-alkyI, 2-(CH 2 )c~[NH(CH 2 )c]d-NR 6 R 6 worin c eine 
60 ganze Zahl von 2 bis 6 und d eine ganze Zahl von 0 bis 6 ist, und R 6 unabhangig voneinander Wasserstoff oder 
Ci — Ce-Alkyl oder Ci — OAlkoxy-Q — Ce-alkyl ist; 

R 4 Q-Cie-Alkyl, Ce-CarAryl oder (C*— Cio^Aryl-{Ci -C 8 )-alkyl bed utet oder im Falle von NR 3 R 4 zusam- 
men mit R 3 und dem sie tragenden Sticks toff atom einen 5— 6gliedrigen heterozyklischen Ring bedeutet, der 
zusatzlich ein weiteres Heteroatom aus der Reihe O, S, N enthalt n kann, 
65 P eine ganze Zahl von 1 bis 100 ist, 
q eine ganze Zahl von 0 bis 22 ist, 

R 5 Wasserstoff oder eine funktionelle Gruppe wie beispielsweise Hydroxy, Amino, G — Ci 8 - Alkylamino, COOH, 
CONH2,COO(Ci— C^-Alkyl oder Halogen bedeutet; 
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Z und Z' unabhangig voneinander Hydroxy, Mercapto, SeH, Ci — CzrAlkoxy, O— (CH2)b— NR 6 R 7 , worm b eine 
ganze Zahl von 1 bis 6 ist, und R 7 Ci — CVAikyl ist oder R 6 und R 7 zusaramen mit dem sie tragenden Stickstoff- 
atom einen 3— 6gliedrigen Ring bilden, Ci— Qs-AIkyl, Ce— CarAryl, (C^— Cn^AiyHCi— C*)-aikyl, 
(C6— Cu)-Ary]-(Ci— Cg)-aIkoxy, wobei Arylauch Heteroaryl bedeutet und Aryl gegebenenf aUs durch 1,2 oder 3 
gleiche oder verschiedene Reste aus der Reihe Carboxy, Amino, Nitro, Ci— CU-Alkylamino, Ci — C6-Alkoxy, 5 
Hydroxy, Halogen und Cyano substituiert ist, Q — Qs-Alkyimercapto, NHR 3 , NR 3 R 4 , einen Rest der Formel IV 
oder eine Gruppe bedeuten, die die intrazellulare Aufhahme begikistigt oder als Markierung einer DNA-Sonde 
dient oder bei der Hybridisierung des Oligonucleotidanalogons an dieTarget-NucIeinsaure diese unter Bindung, 
Quervernetzung oder Spaltung angreift, und die geschweifte Klammer andeutet, daB sich R 2 und der benachbar- 
te Phosphoryl-Rest in 2'- und 3'-Stellung oder auch umgekehrt in 3 • und 2'-StelIung befinden konnen, wobei 10 
jedes Nucleotid in seiner D- bzw. L-Konfiguration vorliegen kann und sich die Base B in a- bzw. P-Stellung 
befinden kann, 

mit der MaBgabe, daB Y, Y', X, V, und W nicht alle Oxo und U nicht Hydroxy bedeuten wenn E = OH oder NH 2 
undF « OH ist, R 16 Wasserstoff ist und R 15 Br,Cl,F,(^ano,(Ci-Q)-Alky^ 

kinyl bedeutet 15 

Unter in der Nukleotidchemie ublicbe Basen sind beispielsweise naturliche Basen wie Adenin, Cytosin, 
Thymin, Guanin, Uracil, Hypoxanthin oder unnaturiiche Basen wie beispielsweise Purin, 8-Azapurin, Z6-Diami- 
nopurin, 7-Deazaadenin, 7-Deazaguanin, N 4 N 4 -Ethanocytosin, N 6 N 6 ~Ethano-26-diammopurin, Pseudoisocyto- 
sin, 5-MethyIcytosin, 5-Fluoruracil, S^C^— C6>-Alkjnyiuracil, 5^C3— Q)-Alkinylcytosin oder deren Prodrugfor- 
menzuverstehen. 20 

Bevorzugt sind Oligonukleotide der Formel 1, die mindestens eine an der 7-Position substituierte 7-Desaza- 
guaninbase (E gleich NH 2 und F gleich OH) oder 7-Desazaadeninbase (E gleich H und F gleich NH 2 ) aufweisen. 
Besonders bevorzugt sind Oligonukleotide der Formel I, die mindestens eine an der 7-Position substituierte 
7-Desazaadeninbase und gegebenfalls zusltzlich eine oder mehrere an der 7-Position substituierte 7-Desazagua- 
nin-Basen aufweisen. 1 25 

Bevorzugt sind auch Oligonukleotide der Formel I, bei denen sich die Base am Zucker in P-Stellung befindet, 
die Nucleotide in der D-Konfiguration vorliegen, R 2 sich in 2'-StelIung befindet und a fur Oxy steht 

Bevorzugt sind des weiteren Oligonukleotide der Formel I in denen R t5 (Ci — C10)- Alkyl, insbesondere 
(Ci — C»)-Alkyi, (Ci — Ct 0 )-Aikenyl, (Ct — Cio)-Alkinyl, insbesondere Ethinyl oder Hexinyl, wobei die Alkenyi- und 
Alkinylgruppen wie oben beschrieben substituiert sein konnen, oder Halogen, insbesondere Brom oder Chlor 30 
bedeutet Diese Substituenten sind insbesondere fur den Fall bevorzugt, daB die Oligonukleotide nur eine oder 
mehrere 7-modifizierte 7-Desazaadeninbasen aber keine andere 7-Desazapurinbasen enthalten, Weisen die 
Oligonukleotide der Formel I eine oder mehrere 7-Desazaguanininbasen auf, so sind solche Oligonukleotide 
bevorzugt, in denen die 7-Desazaguaninbase(n) an der 7-Position einen Substituenten mit R 15 = (Cs— Cio)-Alke- 
nyl, (C5— Cio)-Alkmyl, insbesondere Hexinyl, wobei die (C5—C10)- Alkenyi und (Cs— Ci 0 )-Alkinyi wie oben 35 
beschrieben substituiert sein konnen. 

Die erfindungsgemaBen Oligonukleotide weisen im Vergleich zu den natflrlichen Oligonukleotiden bei der 
Anlagerung an komplementare Nukleinsauren (Targetnukleinsauren) eine verbesserte Bindungsaffinitat auf. 

Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemaBen Oligonukleotide ist deren erhShte Saure- und Nucleasestabilitat 
in Vergleich zu Oligonukleotiden, die naturliche Purinbasen enthalten, 40 

Fur die therapeutische Nutzung dieser Oligonukleotide ist es vorteilhaf t, wenn in diese zusatzliche Modifika- 
tionen, beispielsweise des Phosphatrfickgrats, der Ribose-Einheit oder der Oligonukleotid-Enden eingefuhrt 
werden Q.S. Cohen, Topics in Molecular and Structural Biology 12 (1989) Macmillan Press, E. Uhlmann et al, 
supra} 

Durch ansich bekannte Modifikationen des Zucker-Phosphat-RQckrats werden die erfindungsgemaBen Oligo- 45 
nukleotide beispielsweise noch besser gegen den Angriff von Nukleasen geschutzt, was vorteilhaft ist 

Bevorzugt sind daher auch Verbindungen der Formel I, worin V, Y , Y' und W die Bedeutung von Thioxo, 
Selenoxo, Oxy, Oxo, Sulfandiyl, Imino oder Methyien haben und U die Bedeutung von Hydroxy, Mercapto oder 
Methyl hat Ganz besonders bevorzugt sind diese, falls R 2 zusatzlich Hydroxy oder Wasserstoff, insbesondere 
Wasserstoff bedeutet 50 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform stellen auch Verbindungen der Formel I dar, in denen R 1 und R u Wasser- 
stoff bedeuten. 

Ganz besonders bevorzugt sind Verbindungen der Formel I, in denen R 1 und/oder R u Wasserstoff, R 2 
Hydroxy oder Wasserstoff, U Hydroxy oder Mercapto und V, Y, Y und W die Bedeutung von Thioxo, Oxy, Oxo 
oder Hydroxy haben. * 55 

Unter den in der Nukleotidchemie Qblichen Schutzgruppen sind beispielsweise Amino-, Hydroxy!- oder 
andere Schutzgruppen zu verstehen, wie sie in plSonveaux, 1986, Bioorganic Chemistry, 14, 274—325 oder S.L. 
Beaucage et aL, 1992, Tetrahedron, 48, 2223—231 1] beschrieben werden. 

Alkyl, Alkenyi und Alkinyl konnen geradkettig oder verzweigt sein, 

Unter Cycloalkyl werden auch Alkyl-substituierte Ringe verstanden. 60 
(Q— C2o)-Aryl ist beispielsweise Phenyl Naphthy! oder Biphenyl, vorzugsweise PhenyL 
Unter Halogen ist Jod, Brom, Chlor oder Fluor zu verstehen. 

Unter Heteroaryl werden insbesondere Reste verstanden, die sich von Phenyl oder Naphthy! ableiten, in 
welchen eine oder mehrere CH-Gruppen durch N ersetzt sind und/oder in welchen mindestens zwei benachbar- 
te CH-Gruppen (unter Bildung eines fQnfgliederigen aroma tischen Rings) durch S, NH oder O ersetzt sind. Des 65 
weiteren kdnnen auch ein oder beide Atome der Kondensationsstelle bicyclischer Reste (wie im Indolizinyi) 
N-Atome sein. 

Als Heteroaryl gelten insbesondere Furanyt Thienyl, Pyrrolyl, Imidazolyl Pyrazolyl, Triazolyl, Tetrazolyl, 
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Oxazolyl, Isoxazolyi, Thiazolyl Isothiazolyl Pyridyl, Pyrazinyi, Pyrimidinyl, Pyridazinyl, Indolyl, Indazolyt Chino- 
lyL Isochinoly!, Phthalazinyl, Chinoxalinyl, ChinazoIiny^CinnolinyL 

Beispielhaft ffir Gruppen NR 5 R\ in denen R 3 und R 4 zusammen mit dem sie tragenden Stickstoffatom einen 5- 
bis 6gliedrigen heterocyclischen Ring bilden, der zusatzlich ein weiteres Heteroat m enthalt, scien der Morpho- 
5 linyl- und der Imidazolidinyi-Rest genannt 

Unter physiologisch vertragltchen Salzen von Verbindungen der Formel (I) versteht man sowohl anorgani- 
sche als auch organische Sake, wie sie in Remington's Pharmaceutical Sciences (17. Auflage, Seite 1418 (1985)) 
beschrieben sind. 

Aufgrund der physikalischen und chemischen Stabilitat und der L6slichkeit sind fur saure Gruppen unter 
10 anderem Natrium-, Kaliunv, Calcium- und Ammoniumsalze bevorzugt 

Die Erfindung ist nicht auf a- und P-D- bzw. L-Ribofuranoside, a- und P-D- bzw. L-Desoxyribofuranoside und 
entsprechende carbocyclische Fdnfringanaloga beschrankt, sondern gilt auch fur Oligonudeotidanaloga, die aus 
anderen Zucker-Bausteinen aufgebaut sind, beispielsweise Xylo- und Arabinof uranose Derivate, ringerweiterte 
und ringverengte Zucker, acyciische, ringverbrfickte oder geeignete andersartige Zucker-Derivate. Die Erfin- 
15 dung ist ferner nicht auf die in Formel I beispielhaft aufgeftlhrten Derivate des Phosphat-Restes beschrankt, 
sondern bezieht sich auch auf die bekannten Dephospho-Derivate. 

Die erfindungsgemaBen Oligonukleotide kdnnen also in vielfaltiger Weise von der natQrlichen Struktur 
abgewandelt sein. Solche Modifikationen, die nach an sich bekannten Methoden eingefflhrt werden, sind bei- 
spielsweise: 

20 

a) Modifikationen der PhosphatbrQcke 

Beispielhaft seien genannt: Phosphorothioate, Phosphorodithioate, Methylphosphonate, Phosphoramidate, 
Boranophosphate, Phosphatmethylester, Phosphatethylester, Phenylphosphonate. Bevorzugte Modifikatio- 
nen der PhosphatbrQcke sind Phosphorothioate, Phosphorodithioate und Methylphosphonate, 

25 b) Ersatz der Phosphatbrflcke 

Beispielhaft seien genannt: Ersatz durch Acetamid, Formacetai 3'-Thioformacetal, Methylhydroxylamin, 
Oxim, Methylendimethylhydrazo, Dimethylensulfon, Silylgruppen. Bevorzugte ist der Ersatz durch Aceta- 
mid, Formacetale und 3'-Thioformacetale» * * 
c) Modifikationen des Zuckers 

30 Beispielhaft seien genannt: a-anomere Zucker, 2'-0-Methylribose, 2'-0-Butylribose, 2'-OAllylribose, 

2'-Fluoro-2 , -desoxyribose, 2'-Amino-2'-desoxyribose, a- Arabinof uranose, Carbocyclische Zuckeranaloge. 
Bevorzugte Modification ist die durch 2 -O-Methylribose und 2'-0-n-Butylribose. Ganz besonders bevor- 
zugt sind solche Modifikationen, bei denen die 2 f - und 3'-Kohlenstoffatome der ORibose fiber eine 
Doppelbindung verknupft sind und jeweils ein Wasserstoff atom als Substituenten tragen. 

35 d) Modifikationen des Zuckers und der Phosphat-Brficke 

Beispielhaft seien genannt die Peptid-Nukleinsauren (PNA's), bei denen das Zucker/Phosphat-Rfickgrat 
durch ein Aminoethylglycin-Rfickgrat ersetzt ist, (s. Deutsche Paten tanmeldung P 44 08 531.1) sowie die 
carbamatverbrfickten Morphoiino-Oligomeren. Die PNA's kdnnen auch mit Nukleinsauren verknfipft sein, 
wie in der Deutschen Patentanmeldung P 44 08 528.1 beschrieben. 

40 e) Andere Modifikationen der Basen, insbesondere der Pyrimidinbasen 

Beispielhaft seien genannt: 5-Proptoyl-2'-desoxyuridin, 5-Propinyl-2'-desoxycytidin, 5-Hexinyl-2'-desoxyu- 
ridin, 5-Hexinyl-2'-desoxycytidin, 5-Fluoro-2'-desoxycytidin, 5-Huor-2'-desoxyuridin, 5-Hydroxymethyi- 
2'-desoxyuridin, 5-Methyl-2'-desoxycytidin, 5-Brom-2'-desoxycytidin. Bevorzugte Modifikationen sind 
5-Propinyl-2'-desoxyuridin, 5-Hexinyl-2'-desoxyuridin, 5-Hexinyl-2'-desoxycytidin und 5-Propinyl-2'-desox- 

45 ycytidin. 

0 3'-3'- und 5'-5'-Inversionen [z. B. M. Koga et ai, J. Org. Chem. 56 (1991) 3757} 
g) 5'- und 3'-Konjugate. 

Beispielhaft fur Gruppen, die die intrazellulare Aufnahme begfinstigen, sind verschiedene lipophile Reste 
wie — O— (CH 2 )x— CH3, worm x eine ganze Zahl von 6 bis 18 bedeutet, O— (CH 2 )n- CH«CH- 

50 (CH2)mCH3, worin n und m unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 6 bis 12 bedeuten, 
-0-(CH 2 CH 2 0)4-(CH2)9-CH3, -O-fCH^HjO)*-- (CH 2 )i 3 -CH 3 und 

— O— (CH 2 CH 2 0)7— (CH 2 )i5~CH3, aber auch Steroid-Reste wie Cholesteryl oder Vitamin-Reste wie Vita- 
min E, Vitamin A oder Vitamin D und andere Konjugate, die natfirliche Carriersysteme ausnutzen wie 
Gallensaure, Folsaure, 2-{N-Alkyl, N-Aikoxy)-Aminoanthrachinon und Konjugate der Mannose und Pepti- 

55 de der entsprechenden Rezeptoren, die zur rezeptorvermittelten Endozytose der Oligonucleotide ffihren 

wie EGF (Epidermal Growth Factor), Bradykinin und PDGF (Platelet Derived Growth Factor). Unter 
Markierungs-Gruppen sind fluoreszierende Gruppen beispielsweise von Dansyl-( — N-Dimethyl-l-amino- 
naphthyl-5-sulfonyl-X Fluorescein- oder Coumarin-Derivaten oder chemilumineszierende Gruppen bei- 
spielsweise von Acridin-Derivaten zu verstehen sowie das fiber ELISA nachweisbare Digoxygenin-System, 

6o die fiber das Biotin/Avidin-System nachweisbare Biotin-Gruppe oder aber Linker-Anne mit funktionellen 
Gruppen, die eine nachtragliche Derivatisierung mit nachweisbaren Reporter-Gruppen gestatten, beispiels- 
weise ein Aminoalkyl- Linker, der mit einem Acridinium-Aktivester zur Chemilumineszenz-Probe umge- 
setzt wird. Dem Fachmann sind weitere geeign te Linker aus den verdffentlichten Patentanmeldungen 
EP 251 786 und WO 93/09217 bekannt 



uber die 7- und/oder 8-Positi n des 7-Desazapurins kdnnen ebenfalls Gruppen konjugiert sein, die als 
Markierung einer DNA- oder RNA-Sonde dienen oder die intrazellulare Aufnahme begfinstigen. 7-Desaza- 
purinnucleoside, an die fib r die 7-Stellung des 7-Desazapurins Biotin- bzw. Iminobiotinrest fiber einen 
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spezielle Verbindungsgruppe konjugiert sind, sind aus EP 63 879 bekannt 

Unter Markierungs-Gruppen fur eine DNA- oder RNA-Sonde sind fluoreszierende Gruppen beispielsweise 
von Dansyl- ( »= N- Dimethyl-! -aminonaphthyl-5-sulfonyi-), Fluorescein- oder Coumarin-Derivaten oder chemi- 
lumineszierende Gruppen beispielsweise von Acridin-Derivaten zu verstehen sowie das fiber ELISA nachweis- 5 
bare Digoxygenin-Svstem oder die uber das Biotin/Avidin-System nachweisbare Biotin-Gruppe sowie die unter 
g) bereits aufgefuhrte Interkaiatoren und chemisch aktive Gruppen (siehe auch Beaucage et aL, Tetrah. (1993) 
Vol 49, No. 10, 1925 - 1 963). 

Beispielhaft fur Gruppen, die die intrazellulare Aufnahme begfinstigen, sind Steroid-Reste wie Cholesteryi 
oder Vitamin-Reste wie Vitamin E> Vitamin A oder Vitamin D und andere Konjugate, die naturliche Carriersy- 10 
steme ausnutzen wie Gallensaure, Folsaure, 2-(N-Alkyl, N-Alkoxy)- Amino anthrachinon und Konjugate der 
Mannose und Peptide der entsprechenden Rezeptoren, die zur rezeptorvermittelten Endozytose der Oligonu- 
cleotide fOhren wie EGF (Epidermal Growth Factor), Bradykinin und PDGF (Platelet Derived Growth Factor). 

Allgemein konnen die beschriebenen Gruppen sowohl auf der Ebene der Oligonukleotide (beispielsweise 
fiber SH-Gruppen) als auch auf der Ebene der Monomeren (Phosphonaie, Phosphoamidite oder Triphosphate) 15 
eingefuhrt werden. Bei den Monomeren, insbesondere bei den Triphosphaten, ist es vorteilhaft, die Seitenketten, 
an die eine Reporter- oder Interkalatorgruppe eingefuhrt werden soil, geschfitzt zu lassen, und erst nach der 
Phosphorylierung die Seitenkettenscfautzgruppen abzuspalten und mit etnem gegebenenfalls aktivierten Deri- 
vat der entsprechenden Reporter- oder Interkalatorgruppe umzusetzeiL 

T^pische Markierungsgruppen sind: 20 




C00H 



30 



25 



NH 



CH 2 -0 




0 



35 



Fluorescein-Derivot 



40 



45 



50 



55 



60 
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10 



15 



20 




0 ^N-(CH 2 ) X -N- 
H H 



25 



Ac r I d I n i um-Es t e r 



30 



35 



40 



45 



50 




x - 2-18 b«vorzugt 4 
R - H od«r C,-C 4 -Allcy! 

(- M Fluor«tc«In" futr k - i und R - CH 3 ) 



Fluoresce! n-De rival 



R *= H oder Ami n o s c h u t z g r u p p e 

1 

R-N NH 

) — ( H 



*0- 



Biot ir.kon|ugat (= "Bio tin" fuer R .- Fmoc) 



55 



60 
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10 



15 



Digoxgeninkonjugat 



20 



Oligonudeotidanaioga, die an Nucleinsauren binden bzw. interkaiieren und/oder spalten oder quervernetzen, 
enthalten z. B. Acridin-, Psoralen-, Phenanthridin, Naphtochinon-, Daunomycin- oder Chlorethylaniinoaryl-Kon- 
jugate. TVpische interkalierende und quervemetzende Reste sind: 25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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V 




J 







Acridinder ivat x - 2-12, bevorzugt 4 

10 



15 



20 




CI 



x — . 2 - 1 2 , bevorzugt 4 




35 Tr i me thy (psora 1 en-Icon jugat (= "Psoralen" fucr X = 0) 



40 




Phenanthrol inlconjugat 



50 




Psora I enkon jugot 



60 




Nophthochinonkon jugat 
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0 OH 




0CH 3 0 OH 0 




NH 

\ 



Daunomy c i nde rivat 



CI-CH 2 CH 2 \ 

H 3 C 7 W " 



- 1-18, X = Alkyl. Halog«n, N0 2 , CN , 



C I -CH 2 CH 2 \ 

N 

/ 

C I -CH 2 CH 2 



-^T^(CH 2 ) x -0- 



X - 1 



-18, X - Alkyl , Ho I ogen . N0 2 



Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verbindung der Formel V 
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worin 

V Oxy, Sulf andiyl oder Imino ist; 

Y* Oxy, Sulf andiyl Imino oder Me thylen ist; 

a fur Oxy, Sulf anidyl oder Methylen steht; 

R 2b Wasserstoff, OR 12 , Ct— Qs-Alkoxy, Ci— Cfe-Alkenyloxy, insbesondere Allytoxy, Halogen, Aarfdo oder 
NR 10 R U bedeutet; 

R 1 eine in der Nukleotidchemie Gbliche Schutzgruppe bedeutet; 

R lb ein Succinylrest ist, der fiber eine Amid- oder Methylimidbindung rait einem amino- oder methylaminofunk- 
tionalisierten Trager verknupft ist, oder 
einen Rest der Formel IIIc oder Illd bedeutet 



U - P - Q (IIIc) O = P - O e (Illd) 

I 

H 

worin 

U (C t Ci 8 )-AIkoxy, (Ci -Ci 8 )-Alkyl, (Ce-Ca^Aryt (Ce-Cu^AryKCi -Ce)-AIkyl,0-R 7 , S-R 7 oder einen Rest 
derFormellV 

(OCH 2 CH 2 )pO(CH2)qCH2R 5 (IV) 

worin R 5 gieich H ist, bedeutet; 
Q einen Rest — NR 8 R 9 bedeutet 
R 7 -(CH 2 )2-CN bedeutet; 

R 8 und R 9 gieich oder verschieden sind und Ci— Ce-AlkyI, insbesondere Isopropyl oder Ethyl bedeuten oder 
zusammen mit dem sie tragenden Stickstoffatom einen 5— 9gliedrigen heterozyklischen Ring bedeuten, der 
zusatzlich ein weiteres Heteroatom aus der Reihe 0, S, N enthalten kann, insbesondere 




E' und F unabhSngig voneinander H, OR 12 , NR 10 R U bedeuten, 

R 10 und R 11 gieich oder verschieden sind und Wasserstoff oder eine in der Nukleotidcheraie flbliche Amino- 
schutzgruppe bedeuten oder R 10 und R u gemeinsam eine in der Nukleotidchemie fibliche Aminoschutzgruppe 
bilden, 

R t2 Wasserstoff oder eine in der Nukleotidchemie fibliche Hydroxylschutzgruppe, wie beispielsweise t-Butyldi- 
methyl-sflyl, Dimethoxytriphenylmethyl (DMT), Triisopropyl-silyl, o-nitro-Benzyl, p-nitro-Benzyl, iBu, 2-Fluorp- 
henyi-4-methoxypiperidin-4-yl (FPMP), oder Methyl bedeut t, 
R 15 und R 16 unabhangig voneinander 
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1. Wasserstoff 

2. Halogen, 

3. (Ci~C 10 )-AJkyl ' - 

4. (C 2 -Cio)-Alkenyl, 

5. (C2-Cjo)-Alkinyl 5 

6. NO21 

7. NH2, 

8. Cyano, 

a-S-(Ci-C6)-AlkyI, 

1 0, (Ci — Cs)-Alkoxy 10 

11. (C6-C20>Aryioxy 
IZSiHa 

13. 



o 

II 

-C-R(a) 



14. einen wie unter 3, 4., oder 5. definierten Rest, der mit einem oder mehreren Resten aus der Gruppe SH, 
S-(Ci-C6>AIkyl, (Q-GO-AIkoxy, OH, -NR(c)R(d), -CO-R(b), -NH-CO-NR(c)R{d), 
— NR(c)R(gX — NR(e)R(f), — NR(e)R(g) oder mit einem PolyalkyiengiykokRest der Formel 

— [O— (Crfe)bi— NR(c)R(d), wobei r und s unabhangig voneinander eine ganze Zahl zwischen 1—18, 25 
bevorzugt 1—6, bedeuten, substituiert ist wobei funktionefle Gruppen wie OH, SH, — CO— R(b), — NH— 
CO-NR(c)R(d), -NR(c)R(d), — NR(e)R(f), — NR(e)R(g) oder -NR(c)R(g) eine in der Nukieotidchemie 
fibliche Schutzgruppe tragen oder mit einer oder mehreren Gruppen, gegebenenfalls fiber einen weiteren 
linker, verknupft sein kdnnen, die die intrazellulare Aufnahme begunstigen oder als Markiemng einer 
DNA- oder RNA-Sonde dienen oder bei der Hybridisierung des Oligonucieotidanalogons an die Target- 30 
Nucleinsaure diese unter Bindung, Quervernetzung oder Spaltung angreif en, oder 

15. einen wie unter 3., 4. oder 5. definierten Rest, worin ein bis alle H- A tome durch Halogen, vorzugsweise 
Fluor, substituiert sind, bedeutet 

R(a) OH, (Ci— Ce)-Alkoxy, (C«— C*o)-Aryloxy, NH 2 oder NH— T bedeutet, wobei T eine Alkylcarboxy- oder 35 
Alk^ammogruppe darstellt, die rait einer oder mehreren Gruppen, gegebenenfalls fiber einen weiteren Linker, 
verknOpft sind, die die intrazellulare Aufnahme begfinstigen oder als Markiemng einer DNA- oder RNA-Sonde 
dienen oder bei der Hybridisierung des Oligonucieotidanalogons an die Targe t-Nucleinsaure diese unter Bin- 
dung, Quervernetzung oder Spaltung angreifen, 

R(b) Hydroxyi, (Q — Ce^Alkoxy, oder — N(R(c)R(d) bedeutet, 40 
R(c) und R(d) unabhangig voneinander H, (Q— C6>-ALkyI unsubstituiert oder substituiert mit — NR(e)R(f) oder 
— NR(e)R(g) bedeuten, 

R(e) und R(f) unabhangig voneinander H oder (Ci — Cs)-Alkyl bedeuten, 

R(g) (Ci— C6>Alkyl-COOH bedeutet mit der MaBgabe, daB R 15 und R 18 nicht jeweils gieichzeitig Wasserstoff, 
NO2, NH2, Cyano oder SW3 sein konnen, 45 
wobei funktionelle Gruppen wie OH, NH2 oder COOH gegebenenfalls mit einer in der Nukieotidchemie 
ublichen Schutzgruppe geschfitzt sind, die geschweifte Klammer andeutet, daB sich R 2 und der benachbarte 
Phosphoryirest in 2'- und 3'-Steflung oder auch umgekehrt in 3'- und 2'-(CH2)2— CN bedeutet und R 8 und R 9 
gleich oder verschieden sind und Isopropyi oder Ethyi bedeuten, oder zusammen mit dem sie tragenden N-Atom 
einen aliphatischen Heterocyclus, bevorzugt Pyrrolidino, bilden. Ganz besonders bevorzugt sind diese, falls sich so 
zusatzlich die Base am Zucker in p-Stellung und R 2b in 2'-SteIlung befindet 

Bevorzugt sind auch Verbindungen der Formel (V), in denen E gleich NR 10 R n und F gleich H ist und ganz 
allgemein solche Verbindungen der Formel (V), die ffir die Herstellung bevorzugte Oligonukleotide der Formel I 
eingesetzt werden kSnnen. 

Bevorzugte Aminoschutzgruppen sind beispielsweise Acyl- oder Amidin-Schutzgruppea 55 
Unter dem fiblicherweise als Salz voriiegenden Rest der Formel (Ilid) sind anorganische oder organische 
Salze, beispielsweise Alkali-, Erdalkali- oder Ammoniumsalze, die z. B. in Remington's Pharmaceutical Sciences 
(17. Auflage, Seite 1418 (1985) beschrieben sind, zu verstehen. Beispielhaft seien Triethylammonium- und 
Pyridiniumsalze genannt 

Die Erfindung umfaBt aber auch Verbindungen der aUgemeinen Formel (V), in denen der Rest der Formel 60 
(Hid) als freie Saure vorliegt 

Die Verbindungen der Formel V kSnnen als Baustein ffir die Herstellung der erflndungsgemaBen Oligonu- 
kleotide d rFormell eingesetzt werden. 

Die Erfindung betriff t auch Verbindungen der Formel VI 
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(VI ) 



worin unabhangig voneinander 

U' — U" « U'" gleich Hydroxyl oder Mercapto ist und U' zusatzlich BH3 sein kann, 
e und f 0 oder 1 bedeuten; 

R 13 Wasserstoff, OH, Ci — Cis-Alkoxy, Ci — Ce-Alkenyloxy, insbesondere AUyioxy, bedeutet; 
E und F unabhangig voneinander H, OH oder NH 2 bedeuten; und 
R 15 und R 16 unabhangig voneinander 

I. Wasserstoff 

Z Halogen, r 

3. (Q-Cio>-Alky1, 

4. (C 2 -Qo)-Alkenyl t 

5. (C 2 -C l0 >Alkinyl, 

6. NO& 

7. NH2, 

8. Cyano, 

9. -S-(Ci~-C6)-AIkyl, 

10. (Ci-C6)-Alkoxy 

I I . (Q* — C20)- Aryloxy 
lZSiH 3 

13. 



O 

II 

-C-R(a) 



14. einen wie unter 3, 4, oder 5. definierten Rest, der mit einem oder mehreren Resten aus der Gruppe SH, 
S-(Ci-Q>)-Alkyl, (Ci-Ce)-AIkoxy, OH, -NR(c)R(d), -CO-R(bX -NH-CO-NR(c)R(d), 
-NR(c)R(gX — NR(e)R(f), — NR(e)R(g) oder mit einem Polyalkyienglykol-Rest der Formel 
— [O— (CH2>r]e— NR(c)R(dX wobei r und s unabhangig voneinander eine ganze Zahl zwischen 1—18, 
bevorzugt 1—6, bedeuten, substituiert ist wobei funktionelle Gruppen wie OH, SH, — CO— R(b), — NH— 
CO-NR(c)R(d), -NR(c)R(d), -NR(e)R(f), — NR(e)R(g) oder -NR(c)R(g) zusatzlich mit einer oder meh- 
reren Gruppen, gegebenenfaUs uber einen weiteren Linker, verknQpft sein kdnnen, die die intrazeUulare 
Aumahme begunstigen oder als Markierung einer DNA- oder RNA-Sonde dienen oder bei der Hybridisie- 
rung des Oligonucleotidanaiogons an die Target-Nucleinsaure diese unter Bindung, Quervernetzung oder 
Spaltung angreif en, oder 

15. einen wie unter 3,4. oder 5. definierten Rest, worin ein bis alle H-Atome durch Halogen, vorzugsweise 
Ruor, substituiert sind, bedeutet 

R(a) OH, (Ci-C6>Alkoxy, (Ce— CjoVArjdoxy, NH 2 oder NH— T bedeutet, wobei T eine Alkyicarboxy- oder 
Alkylaminogruppe darstellt, die mit einer oder mehreren Gruppen, gegebenenfaUs fiber einen weiteren Linker, 
verknQpft sind, die die intrazellulare Aumahme begunstigen oder als Markierung einer DNA- oder RNA-Sonde 
dienen oder bei der Hybridisierung des Oligonucleotidanaiogons an die Target-NucleinsSure diese unter Bin- 
dung, Quervernetzung oder Spaltung angreif en, 
R(b) Hydroxyl, (Ci— Ce)-Alkoxy,oder — N(R(c)R(d) bedeutet, 

R(c) und R(d) unabhangig voneinander H, (Ci — Ce)-Alkyi unsubstituiert oder substituiert mit — NR(e)R(f) oder 
— NR(e)R(g) bedeuten, 

R(e) und R(f) unabhangig voneinander H oder (Ci — Ce)-Alkyl bedeuten, 

R( g ) (Ci-C6>-Alkyl-COOH bedeut t mit der MaBgabe, daB R 15 und R 16 nicht j weils gleichzeitig Wasserstoff, 
NO2, NH2, Cyano oder SiH 3 sein kdnnen, 
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wobei Verbindungen der Formel VI ausgenommen sind in denen R 16 gleich H ist und R 15 (C2— C l0 )-Alkinyf, 
substituiert mit — NR(c)R(d) oder — NR(e)R(i) bedeutet; 

und der weiteren MaBgabe, daB e und f nicht 0 sind, wenn E -= OH oder NH2 und F = OH ist, R 16 Wasserstoff ist 
und R 15 Br, CI F, Cyano, (Q -C^Alkyl, (C 2 -C4)-Alkenyl oder (C 2 -Q)-Alkinyl bedeutet 

Die Erfindung umfaBt auch Verbindungen der allgemeinen Formel VI, die in allgemein ublicher Weise mit 
einer radioakti ver Markierung versehen sind (z. B. aP-Atom ist gleich 32 P; U' ist gleich ^S). 

Bevorzugt sind Verbindungen der Formel VI in denen U' Hydroxyl oder Mercapto bedeutet, U" — U'" 
Hydroxyl bedeutet und e und/oder f gleich 1 ist Besonders bevorzugt sind die Verbindungen der Formel VI, 
wenn e und f gleich 1 ist 

Die Qberlicherweise als Salz vorliegende Verbindungen der Formel VI umfassen anorganische oder organi- 
sche Salze, beispielsweise Alkali-, Erdalkaii- oder Ammoniumsalze [Remington's Pharmaceutical Sciences (17. 
Auflage, Seite 1418 (1985)]. Beispielshaft seien Triethyiammonlum und Pyridinumsalze genannt 

Die erfindungsgemaBen Verbindung VI umfassen auch solche Verbindungen, in denen die Phosphatgruppe als 
frete SSure vorliegt 

Aus EP 251 786 smd 7-Desazapurin-Nukleotide, bzw. deren Mono-, Di- oder Triphosphate bekannt, die eine 
Aikinylaminogruppe an der 7-Purin Position aufweisen. Die Alkmylaminogruppe dient als Tinker", Qber den 
fluoresziernde Markermolekule an das Nukleotid angekoppelt werden konnen. Die mit einem Fluoreszenzmar- 
ker versehenen Didesoxynukleotide kdnnen dann als Kettenabbruchmolekule ("chain terminatoren") fur die 
Didesoxysequenzierung nach Sanger verwendet und direkt fluoreszenspektoskopisch detektiert werden. 

Die erfindungsgemifien Verbindungen der Formel VI kdnnen allgemein als Hilfsmittel in der MolekuJarbioIo- 
gie eingesetzt werden, beispielsweise in PCR-Reaktionen (e = f = 1,R 13 => OH)oderzumSequenzieren(e = f 
m l;R* 3 = HoderOH). 

Die Verwendung von substituierten 7-Desazapurinnucleotiden fur die Sequenzierung ist aus mehreren Grun- 
den vorteiihaft So wird bei der Sequenzierungsmethode nach Sanger (Didesoxytechnik) die fur GC-reiche 
Nukleotidbereiche oft zu beobachtende Kompression der Banden, die eine korrekte Bestimmung der Nukleotid- 
sequenz erschwert, eliminiert oder zumindest verringert Zusatzlicb werden die wahrend der Sequenzierung 
durch DNA- bzw. RNA-Polymerasen synthetisierten doppelstrangigen NucleinsSuren durch den Einbau 7-sub- 
stituierter 7-Desazapurinbasen stabilisiert 

Die Verwendung substituierter 7-DesazapurinnukIeotide ist somit gegenuber der Verwendung von unsubsti- 
tuierten 7-Desazaguanosinnukleotiden, die ublicherweise bei der Nukleinsauresequenzierung zur Eliminierung 
von Bandenkompressionen GC-reicher DNA-Abschnitte eingesetzt werden (EP 212536), von VorteiL Ein weite- 
rer Vorteil in der Verwendung substituierter 7-Desazapurinnukleotiden bei der Sequenzierung ist, daB sich an 
den Substituenten in einer Reihe von Folgereaktionen flaoreszierende Reste in Form von Reportergruppen 
einfuhren lassen, die die fluoreszenzspektroskopische Detektion der w&hrend der Sequenzierungsreaktion 
synthetisierten Nucleinsauremolekule ermogOcht 

Des weiteren ermdgficht der Einbau von eigenfluoreszierenden, substituierten 7-Desazapurinbasen in Oligo- 
nukleotide, diese direkt Qber die Eigenfluoreszenz der substituierten 7-Desazapurinbasen nachzuweisen. So 
werden z. B. die in unsubstituierter Form nicht fluoresziernden 7-Desazapurinbasen fiuoreszierend, wenn an die 
7-Position eine Alkinylgruppe, z. B. Hexinyi emgefuhrt wird Die Eigenfluoreszenz dieser Verbindungen laBt sich 
nach Anregung rait Licht der WellenlSnge 280 nm (Exitation) bei 350 am (Emission) messen. 

Die Darstellung der Verbindungen der Formel VI ist ausgehend von den entsprechenden substituierten 
7-Desazapurin-NucIeosiden mSglich und erfolgt nach allgemein bekannt en Methoden. Bevorzugt kdnnen di 
Verbindungen der Formel VI nach einem verkurzten Eintopfverfahren von Ludwig in Gegenwart von 1,8-Bis(di- 
methylamino)naphathalin und Trimethyiphosphat hergestellt werden Q. Ludwig et aL, (1981) Acta Biochem. 
Biophys. Sci Hung, 16, 131} 

Die Erfindung betrifft auch Verbindungen der allgemeinen Formel VII 



worin 

E und F unabhangig voneinander H, OH oder NH2 bedeuten und OH und 

NH2 gegebenenfalls mit einer in der Nukleotidchemie ublichen Schutzgruppe geschQtzt sind; 

R 15 und R i6 unabhangig voneinander Wasserstoff, (C5— Ci 0 )-Alkyi, (C5— Cio^Alkenyl, (C*— Cio>Alkinyl J, CI, 




15 
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Br, F oder Cyano bedeuten, wobei R 15 und R 16 nicht gl ichzeitig Wasserstoff sein kdnn n wobei R 15 nicht 
Wasserstoff, CI, Br oder Cyano sein kann wenn R 16 und E Wasserstoff und F NH2 bedeuten, und der weiteren 
MaBgabe, daB R 15 nicht J ist, wenn R 16 Wasserstoff, E NH 2 und F OH bedeutet, 
R 14 unabhangig voneinander H oder eine in der Nukleotidchemie fibliche Schutzgruppe bedeutet 

Die Erfindung umfaflt auch alle tautom ren Formen der Verbindungen der Formel I, V und VI, VII, insbeson- 
dere alle taut meren Formen der 7-Desazapurinbasen der Form I IL 

Ganz allgemein sind auch solche Verbindungen der Formel V, VI und VII bevorzugt, die als Ausgangs- bzw. 
Zwischenverbindungen fur die Herstellung bevorzugter Oligonukleotide der Formel I verwendet werden kSn- 
nen. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Oligonukleoti- 
de der Formel L 

Zur Herstellung der erfmdungsgemaBen, substituierte 7-Desazapurine enthaltende Oligonukleotide konnen 
die in der chemischen Syn these von Oligonucleotiden Qblichen Standardbedingungen angewandt werden. 

Die Darstellung der erfmdungsgemaBen Oligonukleotide der Formel I erfolgt in Losung oder vorzugsweise an 
fester Phase, gegebenenfalls unter Zuhilfenahme eines automatischen Synthesegerats. Der Aufbau der Oligome- 
re der Formel I kann schrittweise erfolgen, indem sukzessive eine Mononucleotid mit jeweils einer Nucleobase 
an einen entsprechend derivatisierten Trager oder an eine wachsende Oligomerkette ankondensiert werden. 

Altemativ kann der Aufbau der Oligonukleotide der Formel I durch Zusammenfugen von Di- oder auch 
Trinukleotiden erfolgen [S. Beaucage et al Tetrah. VoL 48, No. 12, 2223-231 1, (1992); und Tetrah. VoL 48, No. 28, 
6123—6194, (1993)]. Dies ist besonders bei der Synthese von Oligonukleotiden, die modifizierte PhosphatbrOk- 
ken aufweisen, von VorteiL 

Der Aufbau des Oligonucleotide erfolgt nach den dem Fachmann bekannten Verfahren wie der Triester-Me- 
thode, der H-Phosphonat-Methode oder Phosphoramidit-Methode, [E. Sonveaux, (1986), Bioorganic Chemistry, 
14, 274—325; SX. Beaucage et aL, (1992), Tetrathedron, 48, 2223—231 1} Zur Einf Qhrung der 7-Desazapurinderi- 
vate werden bevorzugt die Nukleotid-Monomerbausteine der Formel V, insbesonders bevorzugt die der Formel 
V in der E' gleich NR l0 R u und F' gleich OR 12 ist oder F" gleich NR I0 NR U ist und E' gleich H ist, eingesetzt 

Die Bereitstellung der Verbindungen der Formel V als Bausteine fOr die OUgonucleotid-Festphasensynthese 
kann ausgehend von den entsprechenden 7-Desazapurin-Nucleosiden erfolgen. Die Einfuhrung von Substituen- 
ten an die 7-Position des 7-Desazapurmringsystems ist nach allgemein bekannten Methoden mdglich. Die 
Herstellung von an der 7-Position mit Halogen oder Methyl substituierten 7-DesazapurinnucIeoside wird 
beispielsweise von Seela et aL [Helvetica Chimica Acta, (1994) 77, 897—903] beschrieben. Alkenyl- bzw. Alkinyl- 
substituierte 7-Desazapiirinderivate der Formel V Iassen sich ausgehend von dem bekannten 5-Jodtubercidin (= 
7-J-7-Desazaadenosin, siehe Seela et aL, supra) herstellen, indem mitt els einer Kreuzkupplungsreaktion in 
Gegenwart von Tetrakis(triphenyl-phosphin)-palladium (O) Alkenyl- oder Alkinyigruppen an die 7-Position des 
7-Desazapurinringssystems gekoppelt werden. Elektrophile Substituenten (z. B. Halogene) kdnnen in die 8-Posi- 
tion des 7-Desazapuringsystems eingefuhrt werden, wenn als Ausgangsverbindungen Nukleoside eingesetzt 
werden, die einen elektronenliefernden Substituenten (beispielsweise eine Aminogmppe) an der 2-Position des 
7-Desazapurins aufweisen. Ist die 2- Aminogmppe beispielsweise acetyiiert, so wird der elektrophile Substituent 
in die 7-Position dirigiert Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch ein Verfahren zur regioselektiven 
Einfuhrung von elektrophilen Substituenten (beispielsweise Halogenen) in die 7- oder 8- Position von 7-Desaza- 
nukleosiden. Die halogenierten Nukleoside kdnnen dann als Ausgangsverbindung fur die Einfuhrung anderer 
Substituenten, beispielsweise von Alkyi, Alkenyl- oder Alkinyigruppen uber die oben beschriebene palladium- 
katalysierte Kreuzkupplungsreaktion, dienen. Alkoxy- oder substituierte Aminderivate kdnnen durch nukle- 
ophile Substitution, Nitrogruppen durch elektrophile Substitution emgefuhrt werden. 

Im Falle von 7fi bis-alkinylierten 7-Desazapurinen l§Bt sich durch Bergman- Reaktionen und auch photoche- 
misch ein Diradikal erzeugen, bzw. ein weiteres Ringsystem annelieren [N. Turro et aL, mTetrahydron Letters, 
1994, VoL 35, 8089). 

Nach Einfuhrung geeigneter Schutzgruppen fur die Aminogruppen der 7-Desazapurinbasen sowie der freien 
5[-Hydroxylgnippe des Zuckers werden die Monomere in die entsprechenden Phosphonat- bzw. Phosphorami- 
dit- Derivate QbergefQhrt Die Einfuhrung geeigneter Aminoschutzgrupp en, z. B. in Form einer Formamidin- 
Schutzgruppe ((Dimethyl-amino)methyliden) oder Acylschutzgmppen (z. B. Benzoyl oder Phenoxyacetyl) er- 
folgt nach allgemein bekannten Methoden [LJ. Mc Bride et al, (1983) Tetrahedron Lett, 24, 2953, GJS. Ti et al, 
(1982) J. Am Chem. Soc, 104, 1316; R SchaUer et aL (1963), J. Am. Chem. Soa, 85, 3821J wobei im Falle der 
Acylierung der Aminogmppe die Anwendung der Peracylierungsmethode nach Schaller vorteilhaft ist Eine 
geeignete Schutzgruppe fur die freie 5'-OH-Gnippe des Zuckers ist z. B. 4,4'-DimethoxytrityI, deren Einfuhrung 
ebenfalls nach bekannten Methoden erfolgt [CB. Reese (1978X Tetrahedron, 34, 3143; D. Flockerzi et aL, (1981^ 
Liebigs Ann. ChenL,1568]. Die solchermaBen geschGtzten Monomere kdnnen entsprechend einer Vorschrift von 
Froehler et al zu den entsprechenden Phosphonaten umgesetzt werden [B. C Froehler et aL, (1986X NucL Acid 
Res, 14, 5399]. Die HersteUung von Cyano ethyl-Phosphoramidit-Derivat en kann beispielsweise durch Umset- 
zung der Monomere mit Chlor-p-cyanoethoxy-{N^-diisopropylamino)phosphan in wasserf reien Dichlormethan 
erfolgen [N. D. Sinha et aL, (1984) NucL Acid Res, 12, 4539]. 

Die Synthese von Verbindungen der Formel \ deren Oligonucleotid-Teil am 3'-und/oder am 5'-Ende modifi- 
ziert sind, erfolgt beziiglich dieser Modifikationen nach den in EP-A 0 552 766 beschriebenen Verfahren. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin die Verwendung der erfmdungsgemaBen Oligonukleotide der 
Form I I zur Herstellung eines Arzneimittels sowie ein Verfahr n zur Herstellung eines Arzneimittels, das 
dadurch gekennzeichnet ist, daB man die erfmdungsgemaBen Oligonucleotide mit einem physiologisch annehm- 
baren Trager sowie gegebenenf alls geeigneten Zusatz- und/oder Hilfsstoffen vermischt 

Ganz generell erstreckt sich die vorliegend Erfindung auf die Verwendung von Oligonukleotiden der Formel 
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I als therapeutisch wirksame Bestandtefle eines Arzneimittels. Als therapeutisch wirksame Oligonucleotid-Deri- 
vate versteht man im allgemeinen Antisense Oligonucleotide, Tripelhelix-bildende-OligonucIeotide, Aptamere 
oder Ribozyme, insbesondere Antisense-Oligonucleotide. 

DarGberhinaus ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Verwendung von Oligonukleoti- 
den mit raindestens einem substituierten 7-Desazapurin, vorzugsweise 7-Desazaadenin od r 7-Desazaguanin, als 5 
Diagnostikum, beispielsweise zur Detektion der An- oder Abwesendheit oder der Menge eines spezifischen 
doppelstrangigen oder einzelstrangigen NucleinsaureraolekOls in einer biologischen Probe. 

Die Oligonukleotide haben fQr die erfindungsgemaBe Verwendung eine LSnge von 4 bis 100, vorzugsweise 
von ca, 5—40, insbesondere von ca* 6—30 Nucleotides Ansonsten gelten auch hier die oben beschriebenen 
Vorzugsbereiche, Modifikationen bzw. Konjugationen. io 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung kSnnen beispielsweise zur Behandlung von Erkrankungen, die 
durch Viren hervorgerufen werden, beispielsweise durch HIV, HSV-1, HSV-2, Influenza, VSV, Hepatitis B oder 
Papilloma Viren, verwendet werden. 

ErfindungsgemaBe Antisense Oligouucleotide-Derivate, also Antisense Oligonucleotide, in denen mindestens 
eine Purinbase durch eine substituierte 7-Desazapurinbase ersetzt ist, und die gegen solche Targets wirksam 15 
sind, haben beispielsweise folgende Basensequenz: 

a) gegen HIV,z,B. 

5'-ACACCCA ATTCTGAA AATGG-3' (I) 20 
oder 

5'-AGGTCCCTGTTCGGGCGCCAi3' (D) 

25 

oder 

5'-GTCGACACCCAATTCTGAAAATGGATAA-3' (IE) 

oder 30 

5'-GCTATGTCGACACCCAATTCTGAAA-3' (IV) 

oder 

35 

5'-TCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTCCTGCCA (VI) 
oder 

b) gegen HS V- 1, z, B. 40 

S'-GCGGGGCTCCATGGGGGTCG-y (VII). 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise auch zur Behandlung von Krebs. 
Beispielsweise kdnnen dabei Oligonucieotid-Sequenzen zum Einsatz kommen, die gegen Targets gerichtet sind, 45 
die fQr Krebsentstehung bzw. Krebswachstum verantwortlich sind Solche Targets sind beispielsweise: 

1) Nucleare Onkoproteine wie beispielsweise c-myc, N-myc, c-myb, c-fos, c-fos/jun, PCNA, pl20 

2) CytopIasmische/Membran-assoziierte Onkoproteine wie beispielsweise EJ-ras c-Ha-ras, N-ras, rrg, bcl-2, 
cdc-2, c-raf-1, c-mos, c-src, c-abl 50 

3) Zellulare Rezeptoren wie beispielsweise EGF-Rezeptor, c-erbA, Retinoid-Rezeptoren, Protein-Kin ase 
regulatorische Untereinheit, c-fms 

4) Cytokine, Wachstumsfaktoren, Extrazellulare Matrix wie beispielsweise CSF-1, 1L-6, IL-la, iL-lb, 1L-2, 
1L-4, bFGF, Myeloblastin, Fibronectin. 

55 

ErfindungsgemaBe Antisense-OIigonucleotide der Formel I, die gegen solche Targets wirksam sind, haben 
beispielsweise folgende Basen-Sequenz: 

a) gegen c-Ha-ras , z. B. 

60 

5'-CAGCTGCAACCCAGC-3' (VIII) 
c) c-myc, z. B. 

y-GGCTGCTGGAGCGGGGCACAC-3' (IX) 65 
5'-A A CGTTG A GGGGC AT-3' (X) 
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d) c-myb, z. B. 

5'-GTGCCGGGGTCTTCGGGC-3' (XI) 

e) c-fos,z.B. 

5'-GGAGA ACATCATGGTCG AA AG-3' (XII) 
5'-CCCG AG A ACATCATGGTCG A AG-3' (XIII) 
5'-GGGG A A AGCCCGGC A AGGGG-3' (XIV) 

f) pl20,z. B. 

5'-CACCCGCCTTGGCCTCCCAC-3' (XV) 

g) EGF-Rezeptor, z. B. 

5 r -GGGACTCCGGCGCAGCGC"3 ; (XVI) 
5'-GGC A A ACTTTCTTTTCCTCC-3' (XVII) 

h) p53 Tumorsuppressor, z. B. 

5'-GGGAAGGAGGAGGATGAGG-3' (XVIII) 
5'-GGCAGTCATCCAGCTTCGGAG-3'r (XIX). 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise ferner zur Behandiung von Erkran- 
kungen, die durch Integrine oder Zell-Zett- Adhasionsrezeptoren beeinfluBt werden, beispielsweise durch VLA-4, 
VLA-2, ICAM, VCAM oder ELAM. 

ErfindungsgemiBe Antiseiise-Oligonucleotid-Derivate, die gegen solche Targets wirksam sind, haben bei- 
spielsweise folgende Basen-Sequenz: 

a) VLA-4,z.B. 

5'-GCAGTAAGCATCCATATC-3 r (XX) 
oder 

b) ICAM,z.B. 

5'-CCCCCACCACTTCCCCTCT03' (XXI) 
5'-CTCCCCCACCACTTCCCCTC-3' (XXII) 
S'-GCTGGGAGCCATAGCGAGW (XXIII) 

c) ELAM-l,z.B. 

5'-ACTGCTGCCTCTTGTCTCAGG-3' (XXIV) 

S'-CAATCAATGACTTCAAG AGTTC-3' (XXV). 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise auch zur Verhinderung der Resteno- 
se. Beispielsweise kdnnen dabei Oligonucleotid-Sequenzen zum Einsatz kommen, die gegen Targets gerichtet 
sind, die fur Proliferation oder Migration verantwordich sind Solche Targets sind beispielsweise: 

1) Nucleare Transaktivator-Proteine und Cycline wie beispielsweise c-myc, c-myb, c-fos, c-fos/jun, Cycline 
und cdc2- Kinase 

2) Mitogene oder Wachstumsfaktoren wie beispielsweise PDGF, bFGF, EGF, HB-EGF und TGF-p. 

3) Zellulare Rezeptoren wie beispielsweise bFGF-Rezeptor, EGF-Rezeptor und PDGF-Rezeptor. 

ErfindungsgemaBe Oligonucleotide der Formel I, die gegen solche Targets wirksam sind, haben beispielsweise 
folgende Basen-Sequenz: 

a) c-myb 
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5'-GTGTCGGGGTCTCCGGGC-3' (XXVI) 



b) c-myc 

5'-CACGTTG A GGGGC A T-3' (XXVII) 

c) cdc2-Kinase 

5'-GTCTTCCATAGTTACTCA-3' (XXVIII) 

d) PCNA (proliferating cell nuclear antigen of rat) 
5'-G ATC AG GCGTGCCTC A A A-3' (XXDQ. 



5 
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Die Arzneimittel kdnnen z. B. in Form von pharmazeutischen Praparaten, die man oral, z. B. in Form von 15 
Tabletten, Dragees, Hart- oder Weichgelatinekapseln, Ldsungen, Emulsionen oder Suspensionen verabreichen 
kann, verwendet werden. Der EinschluB der Arzneimittel in Liposomen, die gegebenenfalls weitere Komponen- 
ten wie Proteine enthalten, ist eine ebenfalls geeignete Applikationsform. Sie kdnnen auch rektal z. B. in Form 
von Suppositorien oder parenteral z. B. in Form von Injektionsldsungen verabreicht werden. Fur die Hersteliung 
von pharmazeutischen Pr&paraten kdnnen diese Verbindungen in therapeutisch inerten organischen und anor- 20 
ganischen Tragern verarbeitet werden. Beispiele von solchen Tragern f Or Tabletten, Dragees und Hartgelatine- 
kapseln sind Laktose, Maisstarke oder Derivate davon, TaJg und Stearinsiure oder Salze davon. Geeignete 
TrSger fur die Hersteliung von Ldsungen sind Wasser, Polyole, Saccharose, Invertzucker und Glucose. Geeigne- 
te TrSger fQr Injektionsldsungen sind Wasser, Alkohole,-Polyole, Glycerol und pflanzliche Ola Geeignete Trager 
fur Suppositorien sind pflanzliche und gehartete (Me, Wachse, Fette und halbflussige Polyole. Die pharmazeuti- 25 
schen Praparate kdnnen auch Konservierungsmittel, Ldsemittel, Stabilisierungsmittel, Netzmittel, Emulgatoren, 
SiiBstoff e, Farbstoff e, Geschmacksmittel, Salze zur VerSnderung des osmotischen Drucks, Puffer, Oberzugsmit- 
tel Antioxidantien, sowie ggf. andere therapeutische Wirkstoff e enthalten. 

Bevorzugte Verabreichungsformen sind topische Applikationen, lokale Applikationen wie beispielsweise mit 
Hilfe eines Katheters oder aber auch Injektionen. Zur Injektion werden die Antisense-OIigonucleotid-derivate 30 
in einer flussigen Losung, vorzugsweise in einem physologisch annehmbaren Puffer, wie z. B. Hank's Losung 
oder Ringer's Losung, formuliert Die Antisense-OIigpnucleotide kdnnen aber auch in fester Form formuiiert 
werden und vor dem Gebrauch geldst oder suspendiert werden. Die fur die systematische Verabreichung 
bevorzugten Dosierungen betragen ca. 0,01 mg/kg bis ca. 50 mg/kg Kdrpergewicht und Tag. 

Ganz generell erstreckt sich die Erfindung auf die Verwendung von Verbindungen der Forme! I als DNA-Son- 35 
den oder Primer in der DNA-Diagnostik und allgemein als Hilfsmittel in der Molekularbiologie. 

Einzelne DNA-MolekQle kdnnen elektronenmikroskopisch, z. B.im Tunnelrastermikroskop, sichtbar gemacht 
werden. Wahrend Pyrimidinbasen sich aufgrund der Methylgruppe an der 5-Position elektronenmikroskopisch 
unterscheiden lassen ist dies bei den Purinbasen Adenin und Guanin nicht moglich. Es ist daher nicht ohne 
weheres moglich, die Basensequenz von NukleiraaurenmoiekClen elektronenmikroskopisch zu entschlQsseln. 40 
EnthSlt das zu untersuchende NukleinsauremoIekQl nun aber z. B. substituierte 7-Desazaguaninderivate start 
der unmodifizierten Guaninbasen, so lassen sich die substituierten 7-Desazaguaninbasen von unsubstituierten 
Adeninbasen im Elektronenmikroskop unterscheiden (und umgekehrt Guaninbasen von substituierten 7-Desa- 
zaadeninbasen). Die Basensequenz von Nukleinsauren, die 7-substiruierte 7-Desazapurinbasen enthalten, kann 
somit mit Hilfe der Elektronenmikroskopie entschlusselt werden. 45 

Beispiele 

Die in den Beispielen genannten Verbindungen (1)— (25) weisen folgende Strukturformel auf. 
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Die Hersteilung der Desoxytubercidinderivate (1)— (3) (Tubercidin = 7-Desazaadenosin) erfolgt nach dcm 
von Seela et al [Helvetica Chimica Acta, 1994, 77, 897—903) beschriebenen Verfahren. 

Beispiel 1 

4-Benzoylammo-5-cWor-7^2-dwoxy-p-D^ 

U4g (4.0 mmol) 5-ChIordesoxytubercidin (1) werden zweimal mit trockenem Pyridin abgedampft, in 10 ml 
trockenem Pyridin gel6st und anschlieBend mit 52 ml (40.6 mmol) Trimethyichlorsilan 2 h bei Raumtemperatur 
gerfihrt Datui wird mit 520 ul (4.1 mmol) frisch destilliertem Benzoylchlorid versetzt und weitere 2 h bei 
Raumtemperatur geruhrt. Unter Eiskfihlung werden 4 ml Wasser und nach weiteren 5 min 8 ml 25%-iges 
waBriges Ammoniak zugetropft Der Ansatz wird 30 min bei Raumtemperatur geruhrt und anschlieBend bis zur 
Trockene eingedampfL Der Rfickstand wird in 20 ml Wasser aufgenommen und dreimal mit je 30 ml Ethylacetat 
extrahiert Die organischen Phasen werden fiber Na2SC>4 getrocknet, eingedampft und an Kieselgel chromato- 
graphiert (Saule 20 5 cm, Dichlormethan/Methanol 9 : 1). Aus der langsamer wandernden Hauptfraktion erhalt 
man nach Eindampfen des Losungsmittels und Umkristaliisation aus Methanol/ Wasser 930 mg (2.4 mmol, 60%) 
der Verbindung (4) als £ arblose KxistaUe : Schmp. 1 90° C 
DC (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 9 : 1): Rf - 0.4. 
UV (MeOH): W - 274 am (5300), 305 nm (5600). 

'H-NMR ([De]DMSO): 8 = 231 (ni,2'a4iX257(m,2'p-HX3^ (m, 3'-H), 5.00 (t, 

J = 5.0 Hz, 5'-OH), 533 (d, J = 53 Hz, 3'OH), 6.72 (pt, J = 6.75 Hz, l'-H> 7.44-7.65 (m, 3H, meta- und 
para-H B x)-8.00 (s, 6-H), 8.05 (d, 2H, ortho-H B z), 872 (s, 2-H), 1 1 2 (br, 4-NH). 
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Ci 8 H I7 C1N404 (388.8) 
Berechnet 

C 55.61 ;H 4.41 ;N 14.41; 
Gefunden 

C55.71;H454;N1430. 

Beispiel2 

4-Benzoyiamino-5-brora-7^2^esoxy-p-D-eiythro-pentofuranosyI)-7H-pyr^ 



10 



131 g (4.0 mmol) 5-Bromdesoxytubercidin (2) werden zweimal mit trockenem Pyridin abgedampft, in 10 ml 
trockenem Pyridin geI6st und anschlieBend mit 52 ml (405 mmol) Trimethylchlorsilan 2 h bei Raumtemperatur 
geruhrt Dann wird mit 520 ul (4.1 mmol) frisch destifliertem Benzoyichlorid versetzt und wcitere 2 h bei 
Raumtemperatur geruhrt Unter Eiskuhlung werden 4 mi Wasser und nach weiteren 5min 8 ml 25%-iges 
w&Briges Ammoniak zugetropft Der Ansatz wird 30 mia bei Raumtemperatur geruhrt und anschlieBend analog 15 
zu Verbindung 14b aufgearbeitet Nach Chromatographie an Kieselgel (SSule 20 • 5 cm, Dichlormethan/ Metha- 
nol 9 : 1) erhalt man nach Eindampfen des L6sungsmittels und Umkristallisation aus Methanol/ Wasser 1.2 g 
(2.8 mmol, 70%) farblose Kristalle vom Schmp. 198° G 
DC(KjeseIgel,Dichlormethan/Methanol9 : 1):R* « 0.4. 

UV(MeOH):Xn>« =» 276 nra (4600), 308 nm(4500> 20 
*H-NMR ([DejDMSO): 5 - 227 (m, 2'a-H), 250 (m, 2W fiberlagert von DMSO), 356 (m, 2H, 5'-Hl 3.86 (m, 
4'-HX438(m, 3'-H), 5.01 (tj - 5.0 Hz, 5 '-O HX 534 (d, J - 53 Hz,3'-OH),6.69(pt, J - 6.7 Hz, l'-H), 752- 7.64 (m, 
3H, meta- und para-H Bz ), 8.04 (d, 2H, ortho-H Bz X 8-04 (s, 6-H), 8.72 (s, 2-H), 1 U> (br, 4-NH). 

Ci 8 H 17 BrN 4 04(4333) * 25 

Berechnet 

C 49.90; H 3.96; N 1253; t 
Gefunden 

C 50.04; H 4.10; N 13.05. 

30 

BeispieI3 

4-Benzoylamino-7-(2-desoxy-p-D-eiythr^^ 

1.06 g (4.0 mmol) 5-Methyidesoxytubercidin (3) werden zweimal mit je 20 ml absolutem Pyridin nachgedampft, 35 
in 10 ml trockenem Pyridin gelost und mit 52 ml (40.6 mmol) Trimethylchlorsilan 2 h bei Raumtemperatur 
geruhrt AnschlieBend wird mit 520 uJ (4.1 mmol) frisch destilliertem Benzoyichlorid versetzt und weitere 2 h bei 
Raumtemperatur geruhrt Die Aufarbeitung erfolgt analog zu Verbindung (4X anschlieBend wird an Kieselgel 
chromatographiert (SSule 20 • 5 cm, Dichlormethan/Methanot 9 : 1). Aus der langsamer wandernden Haupt- 
fraktion erhalt man nach Eindampfen des Ldsungsmittels und Umkristallisation aus Methanol/ Wasser 1.1 g 40 
(23 mmol 73%) farblose Kristalle (Verbindung 6) vom Schmp. 196°C 
DC (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 9 : 1): Rf « 03. 
UV(MeOH): W - 274 nm (7050), 309 nra (5500). 

*H-NMR ([DspMSO): 5 - 209 (m, 2'a-H), 221 (s, 5-CH 3 ), 250 (m, 2'P-H, Gberiagert von DMSO), 353 (m, 2H, 
5'-H> 333 (m, 4'-H), 436 (m, 3'-H), 4.97 (t,J « 5.0 Hz, 5'-OH), 532 (d, J = 53 Hz, 3'-OH), 655 (pt, J - 6.7 Hz, 1 '-HI 45 
753 (s, 6-H), 753-756 (m, 3H, meta- und para-H B rX 8.05 (d, 2H, ortho-H B z), 850 (s, 2-H), 1 0.95 (br, 4-NH). 

Ci9H2oBrN 4 0 4 (368.4) 
Berechnet 

C 61.95; H 5.47; N 15.21; 
Gefunden 

C 62.08; H 5.65; N 15.00. 
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Beispiel 4 



ss 



5-Brom^(l-dimethylainino)methyIen]a^ 

midin(7) 

Zu einer Ldsung von 200 mg (0.61 mmol) der Verbindung (2) in 15 ml Dimethylfonnamid gibt man 15 ml 
(8.75 mmol) N,N-Dimethyif ormamiddiethylacetal und laBt 2 h bei Raumtemperatur rOhren. AnschlieBend engt 60 
man die Reaktionsldsung bis zur Trockene ein und dampft den dligen Rfickstand je zweimal mit Toluol und 
Aceton nach. Das Rohprodukt wird an Kieselgel adsorbiert und durcfa S&ulenchromatographie gereinigt (Saule 
20 - 5 cm, Dichlormethan/Methanol 9 : 1). Nach Einengen der Hauptfraktion und Umkristallisation aus Aceton/ 
Methanol9 : 1 erhaltman Verbindung (7) als farblose Plattchen(150mg, 0.4 mmol, 65%): Schmp. 177° C 
IX:(KJeselgel,DichIormethan/Methanol9:l):Rf = 0.65. * 
*H-NMR ([DejDMSO): 8 - 230 (m, 2'a-H), 250 (m, 2'(3-H, uberlagert von DMSO), 3.18, 3.1 9 (2s, 2 N-CH3), 354 
(m, 2H, 5'-H), 336 (m, 4'-H), 435 (m, 3'-H), 5.01 (t, J - 55 Hz, 5'-OH), 526 (d, J = 5.0 Hz, 3'-OHl 657 (pt, I = 
a9Hz,r-H),7.70(s,6-H),834(s,2-H),832(s,N=CH). ^ 
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Ci 4 H, 8 BrN 5 03 (384.2) 
Berechnet 

C 43.77; H 4.72; N18J23; 
Gefunden 

C 4332; H 4.80; N18.ll. 

Beispiel 5 

4-Benzoylamuio-5-chlor-7-[(2-desoxy-(^D-eryt^^ 

thyl)pH-p3TroIo[^^]pyriinidiii (8) 

500 mg (1.28 mmol) von Verbindung (4) werden zweimal mit trockenem Pyridin abgedampft und anschlieBend 
in 20 ml absolutem Pyridin gelost Man versetzt mit 650 mg (135 mmol) Diraethoxytrityichlorid und rflhrt 1 h bei 
Raumtemperatur. Der Ansatz wird mit 10 ml 5%-iger waBriger NaHCX>3-L6sung hydrolysiert und zweimal mit 
je 25 ml Dichlormethan extrahiert Hach Trocknen der vereinigten organischen Phasen tiber Na2S0 4 wird an 
Kieselgel chromatographiert (Saule 20 * 5 cm, Dichlormethan/Methanol 9:1). Der nach Eindampfen der Haupt- 
zone erhaltene Rfickstand liefert nach Abdampf en mit Aceton 680 mg (099 mmol, 77%) gelblichen Schaum. Zur 
Aufreinigung wird die Substanz in wenig Dichlormethan gelost und langsam unter starkem RQhren in einen 
200f achen OberschuB n-Hexan getropf t Verbindung (8) wird als weiBer, amorpher Feststof f isoliert 
DC (Kieselgel Dichlormethan/Methanol 9 : 1): Rf = 05. 

l H-NMR ([DepMSO): 5 = 230 (m, 2'a-H), 250 (m, 2'P-H, tiberlagert von DMSOX 3.15 (m, 2H, 5'-HX 3 J3 (s, 6H, 
2 OCH3), 338 (m, 4'-HX 4.42 (m, 3'-HX 5.40 (d, J - 5.0 Hz, 3'-OHX 6.69 (pt, J = 6.7 Hz, l'-HX 6.84 (m, 4H, DMT), 
7.2-7.8 (m, 12H, aromatische ProtonenX 7.87 (s, 6-H) 8.06 (d, 2H, ortho-Hnz), 8.70 (s, 2-H), 1 1.0 (br, 4-NH). 

C39Ha5aN 4 06(691^) 

Berechnet - 

C 67 J7; H 5.10; N 8.1 1; 

Gefunden- 

67.70; H 5.05; N 8.19.; 

Beispiel 6 

4-Benzoylamino-5-brom-7-[(2^esoxy-p^^ 

thyl)KH-pym>lct23-d]pyrimidin (9) 

500 mg (1.15 mmol) von Verbindung (5) werden zweimal mit trockenem Pyridin abgedampft und anschlieBend 
in 20 ml absolutem Pyridin gelost Man versetzt mit 585 mg (1.75 mmol) Dimethoxytritylchlorid und ruhrt 1 h bei 
Raumtemperatur. Der Ansatz wird mit 10 ml 5%-iger waBriger NaHCXb-Losung hydrolysiert und zweimal mit 
je 25 ml Dichlormethan extrahiert Nach Trocknen der vereinigten organischen Phasen fiber Na 2 S0 4 wird an 
Kieselgel chromatographiert (Saule 20 5 cm, Dichlormethan/Methanol 9 : 1). Der nach Eindampfen der Haupt- 
zone erhaltene Rfickstand liefert nach Abdampf en mit Aceton 620 mg (0 33 mmol, 80%) gelblichen Schaum. Zur 
Aufreinigung wird die Substanz in wenig Dichlormethan gelost und langsam unter starkem RQhren in einen 
200fachen OberschuB n-Hexan getropft Verbindung (9) fallt als weiBer, amorpher Feststoff aus und wird 
abgesaugt 

DC (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 9 : 1): Rf » 055. 

■H-NMR QpeJDMSO): 5 - 230 (m, 2'a-H), 250 (m, 2'0-H, (iberlagert von DMSOX 3.15 (m, 2H, 5'-H), 3.73 (s, 6H, 
2 OCH3), 3.98 (m, 4'-HX 4.42 (m, 3'-HX 5.40 (d, J « 5.0 Hz, 3'-OHX 6.69 (pt, J = 6.7 Hz, l'-HX 6.84 (m, 4H, DMT), 
7.2-7.8 (m, 12H aromatische ProtonenX 7.87 (s, 6-HX 8.06 (d, 2H, ortho-HBzX 8 -70 (s, 2-H), 1 1.0 (br, 4-NH). 

C39H 3 5BrN 4 06 (735.6) 
Berechnet 

C 63.68; H 4.79; N 7.62; 
Gefunden 

C 63.85; H 4.67; N 752. 

Beispiel 7 

4-Benzoylamino-7^(2-desoxy-p-D-eryth^ 

7H-pyrrolo[23-d]pyrimidin (10) 

500 mg (136 mmol) von Verbindung (6) werden zweimal mit je 20 ml trockenem Pyridin abgedampft, in 20 ml 
absolutem Pyridin gelost und mit 690 mg (2.1 mmol) Dimethoxytritylchlorid 1 h bei Raumtemperatur gerfihrt 
Der Ansatz wird analog zu Verbindung (8) aufgearbeitet und an Kieselgel chromatographiert (Saule 20 • 5 cm, 
Dichlormethan/Methanol 9 : 1). Aus der Hauptzone erhalt man 720 mg (1D5 mmol, 77%) der vollgeschQtzten 
Verbindung (10) als gelblichen Schaum. Die Aufr inigung durch Umfallen aus n-Hexan liefert men farblosen, 
amorphen Feststoff. 

DC (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 9 : 1): Rf - 05. 

4 H-NMR (ED 6 ]DMSO): 5 « Z08 (s, 5-CH 3 X 250 (m, 2'a-H), 250 (m, 2*P-H, ub riagert von DMSOX 3.10 (m, 2H, 
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5'-H), 3.73 (s, 6H, 2 OCH 3 ), 3S7 (m, 4'-H), 4.44 (m, 3'-H), 539 (d, J - 5.0 Hz, 3'-OH), 6.67 (pt, J = 6.7 Hz, l'-H), 6.85 
(ra, 4H, DMT), 7.2-7.8 (m, 12H, aromatische Protonen), 7.58 (s, 6-H), 8.06 (d, 2H, ortho-HBzX 8.60 (s, 2-H), 1035 
(br,4-NH). 

C4oH 3 8N 4 0 6 (670^) 
Bcrechnet 

C71.63;H5.71;N835; 
Gefunden 

C71.48;H5.71;N836. 

Beispiel8 

4-BenzoyIamino-5~chJor-74(2Kiesoxy>P-D^rythro-pentohirano^ 

thyl)>7H-pyrro!c^23^]pyrimidiii 3'^riethyJammonium Phosphonat) (1 1) 

Unter Argonatmosphare wird zu einer Ldsung von 315 (tl (3.7 mmol) Phosphortrichlorid und 4.1 ml 
(37.0 mmol) N-Methylmorpholin in 40 ml absolutem Dichlormethan bei Raumtemperatur 840 mg (12.0 mmol) 
1,2,4-lH-Triazo! gegebea Nach 30-rninutigem Riihren wird auf 0°C gekOhlt und innerhalb von 10 min eine 
Ldsung von 500 mg (0.74 mmol) des vollgeschQtzten Nucleosids (8) in 10 ml trockenem Dichlormethan zuge- 
tropft Man IftBt weitere 10 min bei Raumtemperatur rQhren und fugt anschlieBend 30 ml 1M Triethylammoni- 
umbicarbonatpuffer (TBK, pH = 75) hinzu. Die Phasen werden getrennt, die wlBrige Phase mehrmals mit 
CH2CI2 extrahiert und die vereinigten organischen Phasen fiber Na2S04 getrocknet Das Losungsmittel wird 
abgedampft und der verbleibende Schaum an Kieselgei chromatographiert (Saule 20 • 5 cm, 03 I Dichlorme- 
than/ Et 3 N 98 : 2, danach Dichlormethan/ Methanol/EtjN 88 : 10 : 2). Nach Einengen der Hauptzone wird der 
Ruckstand in 50 ml Dichlormethan auf genommen und fOnfmai mit je 25 ml 0.1 M TBK-Puffer extrahiert Nach 
Trocknung der organischen Phase fiber Na2S04 und Abdampfen des Losungsmittels erhait man 445 mg 
(032 mmol, 70%) des Phosphonats (1 1) als farblosen Schaum. Zur weiteren Aufreinigung wird dieser Schaum 
analog zum vollgeschQtzten Nucleoid (8) aus n-Hexan umgefallt DC (Kieselgei Dichlormethan/Methanol 9 : 1): 
Rf-0.6. 

1 H-NMR QT>6]DMSO): 6 = L16(t > 9H,(CH3CH 2 ) 3 N)»230(m > 2 / a-H,uberlagert von DMSO), Z74(m,2'P-H), 3.00 
(g, 6H, (CH 3 CH 2 )3NX 3-33 (ra, 2H, 5'-H), 3.72 (s, 6H, 2 OCH3), 4.15 (m, 4'-H), 4 J8. (m, 3'-H), &66 (d, J - 585.8 Hz, 
P-H),6.69(pt,J - 7.8Hz,l'-H),6£4(m,4H,DMT),7.2— 7.7 (m,12H, aromatische Protonen> 7.79 (s, 6-H), 8.04 (d, 
2H, ortho-HBz), 8.69 (s, 2-H), 10.6 (br, 4-NH). 3l P-NMR (fD 6 ]DMSO); 5 = 1.16 ppm (dd, 1 J(PH) - 588 Hz, 3 J(PH) 
= 8.6 Hz. Q5H51CIN5O8P (900.8). 

Beispiel9 

4-Benzoylammo-5-brom-7^(2^esoxy-P-D-erytliix>-pentofiir 

thyl)]-7H-pyrrolo[2^K^yrimidin 3 r -{Triethylammonium Phosphonat) (12) 

Unter Argonatmosphare wird zu einer Ldsung von 290 ul (3.4 mmol) Phosphortrichlorid und 3.8 ml 
(34.0 mmol) N-Methylmorpholin in 30 ml absolutem Dichlormethan bei Raumtemperatur 770 mg (11.0 mmol) 
1,2,4-lH-TriazoI gegebea Nach 30-minfltigem Riihren wird auf 0 Q C gekQhlt und innerhalb von 10 min eine 
Losung von 500 rag (0.68 mmol) des vollgeschQtzten Nucleosids (9) in 10 ml trockenem Dichlormethan zuge- 
tropft Man ISBt weitere 10 min bei Raumtemperatur riihren und ffigt anschlieBend 30 ml 1M Triethylammoni- 
umbicarbonatpuffer (TBK, pH ~ 75) hinzu. Die Phasen werden getrennt, die w&Brige Phase mehrmals mit 
CH2CI2 extrahiert und die vereinigten organischen Phasen fiber Na2SO* getrocknet Das Losungsmittel wird 
abgedampft und der verbleibende Schaum an Kieselgei chromatographiert (Saule 20 • 5 cm, 0.5 1 Dichlorme- 
than/ Et3N 98 : 2, danach Dichlormethan/ Methanol/Et 3 N 88 : 10 : 2). Nach Einengen der Hauptzone wird der 
RQckstand in 50 ml Dichlormethan auf genommen und funfmal mit je 25 ml 0.1 M TBK-Puffer extrahiert Nach 
Trocknung der organischen Phase Qber Na2SC>4 und Abdampfen des Ldsungsmittels erhait man 410 mg 
(0.46 mmol, 67%) des Phosphonats (12) als farblosen Schaum. Zur weiteren Aufreinigung kann dieser Schaum 
analog zum vollgeschQtzten Nucleosid (9) aus n-Hexan umgefallt werden. 
DC (Kieselgei, Dichlormethan/Methand 9 : l):Rf - 07. 

l H-NMR ([D 6 pMSO): 5 - 1.16 (t, 9H, (CHaCHa^NX £50 (m, 2'a-H, uberlagert von DMSO), 2.78 (m, 2'0-H), 3.00 
(g, 6H, (CH 3 CH 2 )3NX 3^2 (m, 2H, 5'-H), 3.73 (s, 6H, 2 OCH 3 ), 4.17 (m, 4'-H), 4*2 (m, 3'-H), 6.68 (d, J - 5885 Hz, 
P-HX 6.69 (pt, J - 6.7 Hz, l'-H), 6.90 (m, 4H, DMT), 7.2-7.8 (m, 12H, aromatische Protonen), 7.86 (5, 6-H), 8.07 (d, 
2H,ormo-HB2),8.70(s,2-H), 11.05 (br,4-NH> 3l P-NMR([D6pMSO):6- 1.16 ppm (dd, 1 J(PH) - 588 Hz, 3 J(PH) 
= 8.6 HzXC45HsiBrN5O 8 P(900£). 

Beispiel 10 

4-Benzoylammo-7-[(2-desoxy-P-D-erythro^ 

7H-pyrroIo[23-d]pyrimidin 3'-(Trieth^ammonium Phosphonat) (13) 

Unter Argonatmosphare werden zu einer Ldsung von 25 ml absolutem Dichlormethan, 290 ul (3.4 mmol) 
Phosphortrichlorid und 3.44 g (34.0 mmol) N-Methylmorpholin bei Raumtemperatur 0.78 g (113 mmol) 
1 ,2,4-H-Triazol gegeben. Nach 30-minfitigem RQhren wird die Reaktionsl8sung auf 0°C abgekuhlt und innerhalb 
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von 10 min mit einer L5sung von 500 mg (075 mmol) des vollgeschutzt n Nucleosides (10) in 15 ml Dichlorme- 
than versetzt Man lSQt weitere 20 min bei Raumtemperatur ruhren und hydrolysiert anschlieBend mit 1 M 
Triethylammoniumbicarbonat-Puffer (TBK, pH = 73). Nach Phasentrennung, dreimaliger Extraktion der waS- 
rigen Phase mit je 20 ml Dichlormethan, Trocknen und Eindampfen der organischen Phase wird an Kieselgel 
chromatographiert (Saule 20 • 5 cm, 05 I Dichlormethan/ EtjN-98 : 2, danach Dichlormethan/Methanol/ EtaN 
88 : 10 : 2). Die Hauptzone wird eingedampft, in 50 ml Dichlormethan aufgenommen und mehrmals mit 0.1 M 
TBK-Puf fer extrahiert Nach Trocknung der organischen Phase fiber Na2S04 und Abdampfen des Losungsmit- 
tels erhalt man 440 mg (053 mmol, 70%) der Verbindung (13) als farblosen Schaum. 
DC (Kieselgel, Dichlormethan/ Methanol 9 : l):Rf — 0.65. 

l H-NMR([D 6 ]DMSO):6 - U 6 (t 9H, (CHaCHjfcN), 2.09 (s, 5-CH $ X 224 (m, 2'a-HX ^67 (m, 2'(3-HX 3.00 (g, 6rl, 
(CHsCHa^NX 320 (m, 2H, 5'H), 3.73 (s, 6H, 2 OCH 3 ), 4.13 (m, 4'-H), 4.83 (m, 3'-H), 655 (pt, J = 65 Hz, I'-H), 6.68 
(d, J = 5885 Hz, P-HX 6.85 (m, 4H, DMT), 72-7.6 (m, 12H, aromatische ProtonenX 758 (s, 6-H), 8.05 (d, 2H, 
ortho-HBz),8.60(s,2 -H), 1038 (br, 4-NHX 

31 P-NMR([D 6 pMSO):8 - 1.08 ppm (dd, 1 J(PH) « 577 Hz, 3 J(PH) = SB Hz). C^HmNsObP (835-8). 

Beispiel 1 1 

4-Animcn5-brom-7^2Kiesoxy-p-D-eryth^ 

Triethylainmoniumsalz 

Verbindung (2) (33 mg, 0.1 mmol) wird zusammen mit l^-Bis(dimemylamino)naphthalin (33 mg, 0.15 mmol) in 
Trimetylphosphat (025 ml) unter leichtem Erwarmen in Ldsung gebracht Nach Abkuhlen auf 0°C erfolgt eine 
Zugabe von frisch destilliertem POCb (12 uJ, 0.13 mmol). Die Reaktion wird fur 4h bei 4°C gehalten und 
anschlieBend eine Ldsung aus Tri-n-butylammoniumdiphosphat (05 m in DMF, 1 ml) und Tri-n-butylamin 
(100 uJ, 0.42 mmol) zugegeben. Nach 3 min Ruhren bei 0°C wird die Mischung mit 1 M TBK-Puffer (10 ml) 
versetzt und zur Trockene eingedampft Der Rfickstand wird an DEAD Sephadex (Saule 15 - 20cm, 
HC0 3 -Form) chromatographiert Nach Waschen mit ca. 500 ml H2O wurde mit einem linearen Gradienten von 
H2O/OS M TBK-Puffer (je 1 1) chromatographiert Dabei erhalt man das Triphosphat (0.019 mM, 20%) bei ca. 05 
M TBK-Puf fer. 

DC(KieselgeU-Propanol/H20/NH3,3 : 1 : l):Rf = 02. 
UV(H 2 0): W - 269 nm 

3l P-NMR (0.1 M Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM EDTA/D2O): - 1L87 (di J - 202, P y ); - 10.98 (td, J ~ 20.0 und 6.0, 
P o );-23.06(t,J-202,Pp). 

Beispiel 12 

4-Ajmno-7^2Hdesoxy-P-D-eiythrcHpento (14) 

(5-Jod-2'-desoxytubercidin) 

Zu 1.0 g (25 mmol) 4^hIor-7-{2-desoxy-3,5-dl-0-{^^ 
lo[23-d]pyrimidm, gelSst in 80 ml Dioxan (80ml), wird 25%iges waBriges Ammoniak hinzugegeben. Der Ansatz 
wird 48 h bei 110°C in einer Stahlbombe geruhrt Nach Abdampfen wird der eingeengte Rest auf Kieselgel 
chromatographiert (Saule 20 x 5 cm, Ldsungsmittel B). Farblose Kristalle von MeOH (0.75 g, 2X> mmol, 45%). 
M.p*194°CTLC:Rf 0.4(CH 2 a 2 /MeOH9 : 1\ UV (MeOH) 283 nm (5 800). 

*H-NMR (Ds-DMSO): Z16 (m, H-2'a), 2.46 (m, H-2'a), uberlagert von DMSO), 354 (m, 2-H, H-5<), 3-81 (m, H-4^ 
433 (m, H-30, 5.00 (t, J = 5.1 Hz, 5'-OH), 523 (d, J - 5.1 Hz, 3'-OH), 6.49 (pt, J - 6.7 Hz, H-l^ 6.65 (br, NH 2 i 7.65 
(s,H-6),8.10(s,H-2). 

13 C-NMR (De-DMSO) 1573 (C-4X 1520 (02), 149.8 (C-7a), 1263 (C-6), 1032 (C-4a), 875 (C-4^ 83.0 (CA% 71.0 
(C-3^ 620 (C-5'X 5 1 3 (C-5X 393 (02*). 

AnaL berechnet fttr C11H13IN4O3: C 35.13, H 3.48, N 1430; gefunden: 
C 3533, H 3.69, N 15.01. 

Beispiel 13 

Kreuzkupplungsreaktion von 5-Jod-2'-Desoxytubercidin (14) 

5-Jod-2'-desoxytubercidin (14) (200 mg, 0532 mmol) und Kupfei<I)}odid (10 mg, 10 mol%) werden in 3 ml 
trockenem, mit Argon vorgespQlten DMF suspendiert und mit Alkin (6—15 eq.), trockenem Trietylamin (108 mg, 
1.06 mmol, 2 eq.) und Tetralds(triphenylphosphin)palladium (0) (30.75 mg, 0.027 mmol, 5 mol%) versetzt 

Innerhalb einiger Stunden entsteht aus der Mischung eine klare gelbe L5sung. Die Reaktion wird solange 
f ortgefuhrt, bis die Ausgangsprodukte verbraucht sind (uberprOfung mittels DOnnschichtchromatographie). Das 
Reaktionsgemisch wird dann mit 5 ml Methanol-Dichlormethan (1 : 1) verdunnt und mit Dowex 1x8 (100—200 
mesh; 500 mg, Bicarbonatform) versetzt Nachdem nach 15 Minuten Ruhren die Gasbildung zum S tills tand 
kommt wird noch fur weitere 30 Minuten geruhrt AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch ffltriert und die 
Matrix mit Methanol-Dichlormethan (1 : 1) gewaschen. 

Die Filtrate werden vereinigt und getrocknet Der getrockn te Ruckstand wird sofort Qber eine Kieselgelsau- 
le (25 g) unter Verwendung von Dichlormethan mit zunehmenden Gehalt von Methanol (10, 15, 20%) chromato- 
graphy rt Nach Eindampfen der Hauptfraktion erhalt man das substituierte 2'-Desoxytubercidinderivat 
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Beispiel 14 

4-Benzoylammo-5<l -propinyl-3-m^ 

thoxytriphenylmethyI)>7H-pyrrolo[23-cripyr^ 3'-(Triethylammonium Phosphonat) (15) 

a) 7-Desaza-2'-desoxy-7-(l ^propinyl3-trifluoracetamid)-adenosin 

5-Jod-2'-desoxytubercidin (14) aus Beispiel 12 wird unter den in Beispiel 13 beschriebenen Bedingungen Oher 
9 h an N-Propargykrifluoracetamid gekoppelt Folgende Mengen werden eingesetzt: 5-Jod-2'desoxytubercidin 
(14) (200 mg, 0.532 mmol), Kupfer(I)jodid (5.0 mg, 0.0236 mmol, 5 rao!%), DMF (3 ml), N-Propargyltrifluoraceta- 
mid (482 mg, 33 mmol, 6 eq-X Triethyiamin (108 mg, 1.06 mmol, 2 eq.% Tetrakis(tnphenyIphosphin)palladium (0) 
(615 mg, 0.0532 mmoU0mol%). 

Nach Chromatographic wird der Feststoff aus Ethyiactetat umkristallisiert: 
BlaBgelbe Kristalle (70 mg, 0.176 mmol, 33%).M.p. 187-188°CTLC:Rf 030 (CHaCfc/MeOH 9 : l>UV(MeOH) 
237 (14400), 279(14 200). 

l H-NMR (De-DMSO) 10.07 (s, 1H, KHTFA), 8.12 (s, 1H, H-2), 7.76 (s, 1 H, H-6X 6.79 (broad s, 2H, NH 2 ), 6.49 (pt, 
1 H, H-l', J 6.6 Hz), 535 (d, 1H, 3'OH, J 3.0 Hz), 5.05 (t, 1H, 5'-OH, J - 45 Hz> 435 (m, 1H, H-39, 432 (d, 2H, CH 2 , 
J - 43 Hz), 334 (m, 1H, H-40, 336 (m, 2H, H-5^ 2.47 (m, 1H, H-2'PX £19 (m, 1 H, H-2'a). 

l3 C-NMR (De-DMSO): 157.4 (G4), 159.4 und 156.1 (C=0), 152.7 (C-2), 1493 (C-7a), 1263 (C-6), 1163 und 114.6 
(CF 3 ), 1023 (C-4a), 94.0 (C-5), 875 (C^ 86.7 and 763 (C«=C), 833 (0\'\ 70S (03% (05% 39.6 (C-2', 
Qberlagert von DMSO), 295 (CH 2 > 

AnaL berechnet fur QeHteFaN^: C 48.13, H 4.04, N 1754; gefunden: C 4836, H 4.13, N 1758. 

b) 

4^Beii2X)ylainino-5-(l-propinyl3-triflu^^ 

lo[23-d]pyrimidin 

Die-Einfuhning der Benzoyiaminoschutzgruppe in 7-Desaza-2'>desoxy-7-(l-propmyl-3-trifluoracetamid)-ade- 
nosin erfoigt analog zu Beispiel 1. 

c) 

4- Benzoylamino-5Xl-propinyl-3-trifluoracet^ 

thoxytriphenytaethyl)]-7H-pyro^ 

Die EinfOhrung der Dmt-Hydroxylschutzgruppe in 4-Benzoylamuio-5^1-propinyl--3-trifluoracetaniid 
)-7{(2^iesoxy^D-eiythro-pentofuranosyl^ erfoigt analog zu Beispiel 5. 

d) Die Titelverbindung (15) wird analog zu Beispiel 8 aus 
4-Benzoylamino-5^1 -propin^-3-trifluorare^ 

thoxytriphenyimethyl)]-7H-pyrrol^^ hergestellt 

Beispiel 15 

4-Benzoylamino-5^1-pentinyi-trifluoracetamid)-7^( 

ytripheny!methyl)]-7H-pyiToIo[23-d]pyrimidin 3'-(Triethylammonium Phosphonat) (16) 

a)7-Desaza-2'^esoxy-7^1-pentinyl-trifluoracetamid)-adenosin 

5- Jod-2'-desoxytubercidin (14) aus Beispiel 12 wird unter den in Bespiel 13 beschrieben Bedingungen fiber 48 h 
an 5-Trifluoracetamid-l-pentin gekoppelt Folgende Mengen werden eingesetzt: 5-Jod-2 7 -Desoxytubercidm 
(200 mg, 0532 mmol), Kupfer(9jodid (5 mg, 0.0236 mmol 5 mol%), DMF (3 nil), 5-Trifluoracetamid-l-pentin 
(953 mg, 532 mmol 10 eq.), TYiethyiamin (108 mg, 1.06 mmol, 2 eq.), Tetralds(tr^henylphosphin)-palladium (0) 
(615 mg, 0.0532 mmol, 10 mol%). Nach Chromatographic wird durch Kristallisation aus der FlQssigkeit ein 
schwach gelblicher oliger RQckstand (84.1 mg, 0.197 mmol, 37% ) erhalten. M.p. 51— 52° C TLC: Rf 035 
(CH 2 Cl 2 /MeOH 9 : 1). UV (MeOH) max« 239 (14 300), 280 (10 900). 'H-NMR (De-DMSO): 8.08 (s, 1H; H-2), 7.64 
(s, 1H, H-6), 6.46 (pt, 1H, H-l', J* 63 Hz), 432 (m, 1H, H-3^ 330 (m, 1H, H-4^ 359-338 (mehrere m, 5H, 
H-5',CH 2 -CH 2 -CH 2 -N), 2.47 (m, 1H, H-2'0), 2.17 (m, 1H, H^a), 1.76 (Quintett, 2H, CH 2 -CH 2 -CH 2 -N). 
13 C-NMR (De-DMSO): 157.6 (C-4), 156-5 and 1563 (C-0), 152.7 (C-2)i 1493 (C-7a), 125J (06), 1185 and 114.0 
(CF 3 ), 1023 (C-4a), 955 (C-5)i 91.6 (C-Q 111), 875 (C-40, 833 (C-l^ 74D (C«C, T\ 71.0 (0-301 6Z0 (O50, 395 
und 38.6 (C-2' und CH& Qberlagert durch DMSO), 27.7 (CH 2 ), 16.6 (CH 2 ). 

AnaL berechnet fur Ci8H 20 N 5 O4F 3 : C 5059, H 4.72, N 1639; gefunden: 
C 50.65, H 432, N163Z 

Die Titelverbindung (16) wird aus 7-Desaza-2'-desoxy-7-(l-pentinyl-trifluoracetamid)-adenosin analog zu Bei- 
spiel 14b), 14c) und 14d) erhalten. 

Beispiel 16 

2'-Desoxy-7-desaza-7-(2-carboxyethenyl)-ad nosin (17) 
27 
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5-Jod-2'-desoxytubercidin (14) aus Beispiei 12 wird unter den in Bespiel 13 beschrieben Bedingungen Qber 65 h 
an Methylacylat gekoppeit. Folgende Mengen werden eingesetzt: 5-Jod-2'-Desoxytubercidin (200 mg, 
0.532 nunoiji Kupfer<I)jodid (5 mg, 0.0236 mmol, 5 mo!%), DMF (3 mi), Triethylamin (108 mg, 1.06 mmol, 2 eq-X 
Methylacrylat (686 rag, 8.0 roraoC 15 eq-X Tetrakis(triphenylphosphin)i>alladium (O) (615 mg, 0.0532 mmol, 10 
m 1%). Nach chromatographischer Aufreinigung wird ein blafigelber Schaura erhalten und nach Waschen mit 
Dichlormethan werden 71.1 mg Festsubstanz erhalten (40%). Mp. 10l-102°C TLC: Rf 0.40 (CH 2 Cl 2 /MeOH 
9 :l>UV(MeOH)Max= 268.0(13500),324.8(11900X 

l H-NMR (D 6 -DMSO): 8.1 1 (2s, 2H, H-2 and H-6X 794 (d, 1H, H-l", J 15.6 Hz), 6.86 (s^H, NH 2 X 651 (pt, 1H, H-l', J 
- 6.6 Hz), 6.4 (d, 1H, H-2", J - 15.6 Hz), 5.26 (d, 1H, 3'-OH, J 3.6 Hz), 5.04 (t, 1H, 5'-OH, J 5.1 HzX 436 (m, 1H, 
H-31 333 (m, 1H, H-4'X 3.70 (s, 3H, OCH3), 355 (m, 1H, H-S'X 2.45 (m, 1H, H-2'0X 222 (m, 1H, H-2'aX 
l3 ONMR (De-DMSO): 1663 (C-0), 158.0 (C-4X ^5^1 (C-2), 151.2 (C-7aX 137.4 (CH-C=OX 123.7 (C-6), 1155 
(CH»CH-C-0), !115(C-5X 101.0 (C-4aX 87.6 {CA%S32(f>\% 703 (C-31 62.0 JOS'), 51 .2 (OCH 3 ), 39.6 (C-2' f 
Qberlagert durch DMSOX 

Anal berechnet fQr CisHtgNiOs: C 53^9, H 5.43, N 16.76; gefunden: C 53.79, H 556, N 16J4. 

Beispiei 17 

7^2-Desoxy-3,5-di-0^2-methylpropionyI)^-D-erythr^ 

rolc{23-d]pyrimidin(18) 

7^2-Desoxy-P-D-erythro-pentofuranosyl^ (1.0 g, 

33 mmol) [F. Seela, H. Driller, Nucleosides, Nucleotides 1989, 8, 1—21] in Acetonitril (20 ml) wurde bei Raum- 
temperatur mit Isobuttersaureanhydrid (33 mmol) in Gegenwart von Triethylamin (23 mmol) 15 Stunden lang 
gerfihrt Das Ldsungsmittel wird abgedampft und mit Methanol nachgedampft Der Ruckstand wird ira Laufmit- 
tel Methyienchlorid/Aceton (95 : 5) chromatographic!!, die Hauptzone isoliert und der Inhaltsstoff aus Cyclohe- 
xanumkristallisiertl^6g(89%)farbloserFeststoh c . _ • 

*H NMR ([DspMSO), 5: 1.05- 1.14 (m, 4CHaX 2.60, 230 (m, CH und 2'-HaJ>X 4.02 (S, OCH 3 X 4.16 (m, 5'-H)i 4.26 
(m,4'-HX 535 (m,3'-HX 6.47 (m, 1 '-HX 652 (d, 5-H), 739 (d, 6-HX 9.44 (d, NHX 10.71 (d,HCOX 

Beispiei 18 

5-Brom-7^2-desoxy-3,5-a^-0^2-memylpropionyl)-p-D-^ 

no]- 7H-pyiTolo[2^d]pyrimidin (19) 

Eine Ldsung von Verbindung 2 (10.1 mmol) in Dimethylf ormamid wurde mit H-Bromsuccinimid (10.1 mmol) 
bei Raumteraperatur 1 Stunde gerdhrt Zum Abpuffern wird die Ldsung mit einigen Tropfen 5%igem waBrigem 
HaHCOa versetzt und dann Methylenchlorid hinzugefGgt Die organische Phase wird mit Wasser gegengeschflt- 
telt, separiert, fiber Natriumsulphat getrocknet und abgedampft Die Chromatographic des RQckstandes an 
einer Kieselgelsaule im Lauf mittel Dichlormethan/ Aceton (95 : 5) fuhrt zu zwei Zonen. Der AbdampfrGckstand 
der langsam wandernden Hauptzone lief ert farbloses (19) (75%) als Feststoff. 

*H NMR ([D 6 ]DMSOX 6: 1.05-1.14 (m, 4CH 3 X 2.60, 2*8 (m, CH und 2'-Ha,bX 4.04 (s, OCH3X 4.16 (m, 5'-HX 4.22 
(m,4'-HX534(m,3'-HX&46(m, 1 '-HX 7.60 (s, 6-HX 9.43 (s, NHX 1036 (s, HCOX 

Aus der schnell wandernden Nebenzone der oben genannten Reaktion wird ein farbloser Feststoff erhalten 
der als 5,6-Dibn>m-7^2-desoxy-3,5-di-0^2-me^ 
myl)amino]-7H-pyiTolo[23-d]pyrmiidin charakterisiert wurde. 

*H NMR (p> 6 pMSOX 5: 059- 1.13 (m, 4CHsX 259, 358 (m, CH und 2 , -Ha,bX 4.03 (s, OCH3), 4.16 (m, 5'-HX 430 
(m,4'.HX556(m,3'-HX639(m, l'-HX 9.42 (s, NHX K>31 HCOX 

Beispiei 19 

5-Chlor-7-[2-desoxy-3, 

5-di-0-(2-methylpropionyl)-P-I>^rythrc^^ (20) 

Die Substanz wurde unter Verwendung von N-Chloreucdnimid analog der Verbindung (19) dargestellt und 
aufgearbeitet Die Reaktionszeit der Halogenierung betrug 8 Stunden. Als Ldsungsmittel wurde Acetonitril/ 
DMF (4 : l)verwandt Farbloser Feststoff (70%X 

*H NMR ([DgpMSOX 5: 1.07—1.13 (m, 4CH 3 X 259, Z74 (m, CH und 2'-Ha,bX 3.93 (s, OCH3X 4-15 (m, 5'-HX 4.21 
(m, 4'-HX 5.25 (m, 3'-HX 639 (m, l'-HX 647 (5, NH 2 X 720 (s, 6-HX 

Als Nebenprodukt entstand als farbloser Feststoff die Verbindung 5,6-DicMor-7-£2-desoxy-3,5-(tt 
thyl-propionyl)-P-D-erythro-pentofuranosyi]^ 

*H NMR ([D 6 ]DMSOX 8: 1.03-1.13 (ra, 4CH 3 X 258, a40 (m, CH und 2 / -Ha,bX 3^3 (s, OCH3X 4.16 (m, 5'-HX 437 
(m, 4'-H), 5.44 (m, 3'-HX 637 (m, 1 '-HX 658 (s, NH 2 X 

Beispiei 20 

2-Arnmo-7^2'desoxy-P-eiythiXHpentofuranosyl)-3, 7nlmydro-5-brom-4-pyiTolo[23^]pyrinudm-4-on (21) 
Di Verbindung (19) wird nach einem bekannten Verfahren umgesetzt [F-Seela, B. Westermann, U. Bindig, J. 
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Cherau Soc. Perkin Trans I 1988, 699]. 500 mg der Verbindung (19) wird in 200 ml 2NaOH 3Stunden unter 
RGckfluB erhitzt Die abgekfihlte Ldsung wird rait Eisessig neutralisiert, der anorganische Ruckstand wird 
abfiltriert und die wSsserige Phase abgedampft Umkristallisation aus Wasser liefert farblose Kristalle von (21). 

Beispiel 21 

2-Animo-7^2'desoxy-P-erythro-pento (22) 

Die Verbindung (22) wird ausgehend von der Verbindung (20) analog zu dem im Beispiel 20 beschriebenen 
Verf ahren hergesteUt Umkristallisation aus Wasser lief ert farblose Kristalle von (22). 

Beispiel 22 

4-Amino-7-[2-desoxy-p-D-erythro-p^ 

Verbindung (23) wird nach der allgemeinen Vorschrift der Kreuzkupplungsreaktion in Beispiel 13 aus Trime- 
thyisilylacetylen dargestellt Farbioser Feststoff. Ausbeute 54% 
BerechnetC55.47, H 6.40, N 1 6.17, C 5537, H 633, N 1620. 

l H NMR (DMSO): 8.12 (s, 1H, H-2> 7.80 (s, 1H, H-6), 6.76 (breit, 2H, NH 2 ), 6.47 ("fMH, H-l', J « 6.7 Hz), 5.23 (d, 
1H, 3'-OH, J - 33 Hz); 5.07 (t, 1H, 5'-OH), 433 (m, 1H, H-3^ 337 (m, 1H, H-4% 334 (m, 2H, H-5% 2.46 (m, 1H, 
H-20, Z17 (m, 1H, H-2'X 0.73 (s, 9H>fe> 

Beispiel 23 

4-Amino-7^2-desoxy-f^I>^rythro-pentonirano^^ (24) - 

200 mg der Verbindung (23) werden in 20 ml MeOH gelost Zugabe von 8 mg K2CO3 fuhrt nach 1 h Ruhren zur 
Hydrotyse. Nach Einrotieren der Losung wird der Ruckstand an Kieselgel im Laufmittet Methyl enchlorid/Me- 
OH (8:1) chromatographic!-! Umkristallisation aus MeOH ffihrt zu farblosen KristalJen (73%). 
Berechnet C 5633, H 5.15, N 20.43, C 56.77, H 5.7 1 , N 20.42. 

»H NMR (DMSO):&13 (s, 1ft H-2X 731 (s, 1H, H-6), 6.65 (breit, 2H, NH2X 6.49 (t, 1H, 525 (m, Iri 3'-OH), 
5.05 (m, 1H, 5MDH), 436 (m, 1H, H-3*), 456 (s, 1H, Ethin), 334-(s, 1H, H-4'), 356 (m, 2H, H-50, 2.47 (m, 1H, H-2'% 
251(m,lH,H-2'). 

Beispiel 24 

4-Amino-7{2Kiesoxy-p-D-eiythro-pentonjr^ 

Verbindung (25) wird nach der allgemeinen Vorschrift der Kreuzkupplungsreaktion (Bsp. 13) unter Verwen- 
dung von 1-Hexin hergestellt Umkristallisation aus MeOH fOhrt zu farblosen Kristallen (Ausbeute: 48%). 
Berechnet C 61.80, H 6.71, N 1936; Gefunden C 61.68, H 6.60, N 1630. 

l H NMR (DMSO) 831(5, 1H, H-2), 7.65 (s, 1H, H-6), 6.65 (breit, 2H, NH 2 ), 6.49 (V, 1H, H-l^ 5.24 (m, «H, 3'-OHX 
5.05 (m, 1H, 5'-OH), 430 (m, 1H, 3'«H), 334 (m, 1H, H-4^ 336 (in, 2H, H-5'), 2.48 (m, 2H, CH2CH Z46 (m, 1H, 
H-2^ 2.1 8 (rn, 1 H, H-2*) 134 (m, 2H, CH2X 1 -43 (m, 2H, CH2), « 033 (m, 2H, CH3). 

Beispiel 25 

2-Amino-6-chlor-7[2-desoxy-3, 
5Ktt<)-acetyl-fJ-D-ejythropentofuranosy^^ 

Eine Losung von 50 rag (0.14 mmol) 2-Amino-7(2-desoxy-3,5-di-0-acetyl-p-D-e^ 
thoxy-7H-pyrrolo[23-d]pyrimidin in 3 ml Dichlormethan werden mit 36.6 mg (0.27 mmol) N-Chlorsuccinimid 
versetzt und 12 h bei Raumtemperatur geruhrt Das Ldsungsmittel wird abgezogen und der Ruckstand an 
Kieselgel in CHaCl2/Aceton (9 : 1) chromatographiert 

Aus der langsam wandernden Hauptzone erhih man 30 mg (54%) farblosen Schaum. 
*H-NMR D 6 (DMSO): 139 (s, 3H, CH 3 ), 2.09 (s, 3H, Clfc), 237 (m, 1H, H-2*b), 353 (s, 3H, OCH3), 4.18 (rn^H, H-5^ 
4.43(m, lH,H-4X5.44(m, iH,H-3'),638(ro, HtH-l^fc42(s, lH,H-5> 

13 C-NMR (DMSO): 20.48 (CH3), 20.76 (CH3), 33 J8 {02% 5239 (OCH3X 63.47 (O50, 7431 (C-30, S031 (0-4*), B235 
(C-1196A5 (C-4aX 98.65(C-5), 118.12(C-6), 153.69(C-7a), 159^5(C-2X 162.16(C-4X 16958(C=OX 17a09(C-O). 

Beispiel 26 

2-Amino-5, 6-dichlor-7[2-desoxy-3, 
5^1i^-aceryl-P-D-erythropentofuranosyl]^methoxy-7H-r^^ 

Die schneller wanderne Zone liefert einen farblosen Schaum. 6 mg (939h\ 
*H-NMR (DMSO): 13S (s, 3H, CH 3 X 2.07 (s, 3H, CH 3 ), Z24 (m, 1H, H-2'b> 2J3 (m, 1H, H-2'aX 3S4 (s, 3H, OCHfr 
4.14 (m, 2H, H-50, 439 (m, 1H, H-4X 5.40 (m, 1 H, H-3^ 639 (m, 1H, H-l % 639 (s, 2H, NH 2 ). 
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l3 C-NMR (DMSO): 20.47 (CHaX 20.75 (CH 3 ), 34.06 (C-2^ 5334 (OCH3), 63.41 74.09 (C-3*), 81.01 (C-4')> 83.26 

(01% 9459 (C-4a), 102.08 (C-5), 115.16 (C-6), 151.94 (C-7aX 15959 (C-2), 162.08 (C-4), 16937 (C~0), 170.07 
(C-0)l 

UV(MeOH): W(E): 290 nm (8500^264 nm (13 100), 226 nm(22700> 

Beispiel27 

Festphasensynthese der Oligodesoxyribonucleotide nach der Phosphonat-Methode 

Die Otigodesoxyribonudeotidsynthesen wurden im 1 umol MaBstab mittels der Phosphonat-Technik an 
einem autoraatisierten DNA-Synthesizer Modell 380 B (Applied Biosystems, Weiterstadt) an fester Phase (CPG: 
•Controlled Pore Glass), wobei das DNA-Fragment in 3'-5'-Richtung synthetisiert wurde, durchgefuhrt Der 
Reaktionsszykius (Detritylierung, Kupplung, Cappen und Oxidation) folgte dabei einem fur die Phosphonat- 
Chemie entwickeltem Programm [R Kdster, K. Kulikowsky, T. Liese, W. Heikens, V. Kohli, Tetrahedron 1981, 
37, 363.} Das basen- und an der 5'-Hydroxy!gruppe Dmt geschutzte Oligonucleotid wurde durch 25% wasseri- 
gem Ammoniak innerhalb von 30 min vom Trager abgespalten. Die Schutzgruppen an den Heterozyklen 
wurden im gleichen Medium innerhalb von 48h bei 60° C entfernt Die Proben wurden unter Zugabe eines 
Tropfens Triethylamin (Vermeidung der vorzeitigen Abspaltung der 5'-OH Schutzgruppe) in einem Speed-Vac 
•Konzentrator auf etwa 200 ul eingengt Sie sind so bei — 25° C einige Monate haltbar. 

Beispiel28 

Festphasensynthese der Oligodesoxyribonucleotide nach der Phosphoramidit-Methode. 

Die Oligodesoxyribonucleotidsynthesen wurden im 1 umol MaBstab mittels der Festphasen-Phosphoramidit- 
Technik an einem automatisierten DNA-Synthesizer Modell 380 B (Applied Biosystems, Weiterstadt) mit Hilfe 
von ®CPG (Controlled Pore Glass) oder •Fractosil, das die erste Nucleosid-Einheit fiber das 3'-Ende gebunden 
halt, durchgefuhrt Dabei wurden foigende Schritte durchgefuhrt: 

1. Waschen mit Acetonitril abs. 

2. Behandeln mit 3% Trichloressigsaure in Dichlormethan 

3. Waschen mit Acetonitril abs. 

4. Kondensation mit 10 umol S'-O-Dimethoxytritynucleoski-S'-phosphorigsaur 
propylamidit und 50 umol Tetrazol in 03 ml Acetonitril abs. 

5. Waschen mit Acetonitril 

6. Capping mit 20% Acetanhydrid in THF mit 40% Lutidin und 10% Dimethylaminopyridin 

7. Waschen mit Acetonitril 

8. Oxidation mit Jod (13 gr in THF/Wasser/Pyridin; 70 : 20 :5=v.*v.-v) 

Die Schritte 1 bis 8 , nachf olgend ein DNA-Reaktionszyklus genannt, wurden zum Aufbau des Oligonucleotids 
entsprechend der zu synthetisierenden Sequenz wiederholt, wobei in Schritt 4 jeweils das der Sequenz entspre- 
chende 5'-0-Dimethoxytrityl(nudeobase)-3'-ph^ eingesetzt 
wurde. Nach abgeschlossener Syn these erfolgt die Auf arbeitung wie in Beispiel 27 beschrieben. 

Beispiel29 

HPLC- Auf reinigung der tritylgeschutzten sowie entschiitzten Oligonucleotide 

Im ersten Reinigungsschritt wurden die DMT-geschfitzten Oligomere fiber HPLC an RP-18-Kieselgel aufge- 
reinigt (Laufmittelsystem I, s. il), bis zur Trockene eingedampft, mehrmals mit trockenem Methanol nachge- 
dampft und anschliefiend unter Eiskfihlung durch 10-minfitiges Einwirken von 80%-iger Essigsaure detrityliert 
Daraufhin wurde die Saure tropfenweise bei 0°C mit Triethylamin (1—2 ml) neutralisiert, bis fast zur Trockene 
eingeengt und zweimal mit absolutem Methanol nachgedampft Nach Aufhahme des Rfickstands in 500 ul 
bidestiliiertem Wasser wurden die vollstandig entschOtzten Oligonucleotide erneut fiber RP-18-Kieselgel per 
HPLC aufgereinigt (Laufmittelsystem II, s. u.). Die vereinigten Hauptzonen wurden abgedampf t, der RQckstand 
in 500 ul bidestiliiertem Wasser geldst und fiber eine kurze RP-18-Saule entsalzt (Laufmittelsystem III, s. u.). 
Nach Lyophilisierung im Speed-Vac-Konzentrator wurden die Oligonucleotide in 100 ui bidestiliiertem Wasser 
auf genommen und bei — 25° C gelagert. 

Es wurden foigende HPLC-Laufmittel verwendet: 
A: 0.1 M Triethylammoniumacetat pH 7.01 5%-ig an Acetonitril 
B: bidestilliertes Wasser 
C: Acetonitril 
D: Methanol/ Wass r 3 : 2. 

Foigende Gradi nten-Systeme bestehend a us den obigen Lauf mitteln wurden ingesetzt: 
1: 3 min. 15% C in A, 7 min. 15—40% Cin A, 5 min. 40% C in A, 5 min. 40— 15% C in A 
II: 20 min. 0—20% C in A, 5 min. 20% C in A 
III: 100% A 
IV:30 min. B, 10 min. D 

V: 12 min. 1 00% A, 8 min. 0—40% C in A, 5 min. 40—0% C in A 



30 



DE 44 38 918 Al 



Folgende Retentionszeit n der Oligomere wurden beobachtet: 
HPLC-Retentionszeiten der synthetisierten Oligonucleotide: 



Oligomer {5'-*3'-Richtung) Retentionszeiten [min] 

mit Trityl ohne Trity! 



d{A 12 ) 


11.6 


15.5 


d(T 12 ) 


11.5 


13.7 




12.3 


15.3 


d(Br 7 c 7 A„A) 


12.7 


19.1 


d(Me 7 c 7 A n A) 


12.2 


18.1 


d(A-T) e 


13.5 


20.1 


d(c 7 A-T) e 


13.6 


20.5 


d(CI 7 c 7 A-T) 8 


12.8 


19.9 


d(Br 7 c 7 A-T) e 


12.3 


17.8 


d(Me 7 c 7 A-T} 6 


12.6 


17.9 



Beispiel30 

Charakterisierung der Oligodesoxyribonukleotide durcfa enzymatische Hydrolyse 

Die Oligonucleotide (je 05 A 2 6o-Einheiten) werden in 0.1 M Tris-HCl-Puffer (pH - S3, 200 uJ) geldst und mit 
Schlangengift-Phosphoo^esterase (3 jig) 45 mm bei 37* C inkubiert Anschliefiend wird mit alkalischer Phospha- 
tase (3 jig) versetzt und weitere 30 min die Temperatur bei 37°C gehalten. Die entstehende Nucleosid-Mischung 
wird mit Hilf e der Reversed-Phase-HPLC (Laufmittelsystem V) UV-spektrophotometrisch analysiert Basierend 
auf den PeakflSchen und den Extinktionskoefflztenten der Nucleoside bei 260 nm (dA; 15400, dC: 7300, dG: 
11700, dT: 8800, Brdc 7 A: 5300, Medc 7 A: 4900, Cldc 7 A: 6300) kann die Nucleosidzusammensetzung des entspre- 
chenden Oligonucleotids quantifiziert werden. 

Beispiel31 

Bestimmung der Spalthypochromizitat durch enzymatische Hydrolyse der Oligonucleotide 

0.2 A 2 6o-Einheiten des Oligonucleotids werden in 0.1 M Tris-HCl-Puffer (pH - 83, 200 uJ) mit Schlangengift- 
Phosphodiesterase hydrolysiert Aus der UV-Absorption bei 260 nm vor und nach der Spaltung laBt sich die 
Hypochromizitat in % unter BerQcksichtigung der Enzymabsorption nach folgender Gleichung berechnen: 

Hcozym ~ [(CmoDomer — Epolymer) • (Smonomer)~ *] * 100%. 

Beispie!32 

UV- und CD~spektroskopische Bestimmung der Tm-Werte und Berechnung der thermodynamischen Daten 

Die Ermittlung der Tm-Werte der Oligomere erfolgte an einem Cary 1 UV-Vis Spektrophotometer (Varian, 
Melbourne, Australien). Die Temperatur wurde mit 0J5°C bzw. 1.0°C pro Minute linear variiert Zur Untersu- 
chung der Schmelztemperatur wurden Oligomerkonzentrationen zwischen 02— 0& Aaso-Einheiten in 1 ml 60 
mM Natrium-Cacodylat-Puffer (pH 75, 1 M NaCl, 100 mM MgCI 2 ) verwendet Die Einzelstnmg-Konzentration 
betrug bei den Experimenten an den nicht selbstkomplementaren Oligonucleotiden 0.2—0.6 OD. Die Schmelz- 
hypochromizitfit in % ergibt sich aus der Absorptionsanderung vor und nach dem Aufschmelzen nacb folgender 
Gleichung: 

Hsdun.= [(Ae-AOA*-*] x 100. 
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Die Analyse der Schmelzkurv n erfolgte mit einem Programm ausgehend von einem Zweizustandsmodell 
("stacked/unstacked") entsprechend der Gleichung: 

InK - In[(E* - E)/(E U - E)] - S/R - H/RT 

mit E « Absorption bei der entsprechenden Wellenlange, S = "stacked" undU = "unstacked"). Die temperatur- 
abhangigen CD-Spektren wurden an einem Jasco 600 Spektropolarimeter mit temperierbarer Ouarz-KGvette in 
einem Wellenlangenbereich von 200—350 nm aufgenommen. Die Temperaturerhdhung wurde in Intervallen 
von 5— 10° C in einem Bereich von 5— 80°C in Konzentrationen von 3— 15 \lM in 60 mM Na-Cacodylat-Puffer 
sowie bei 0.1 M, 1 und4 M NaCI durchgefuhrt 

Beispiel33 
T m -Werte der Oligonucleotide 



Oligomer 


T m t°C] 


d(A t2 ) d(T 12 ) 


44 b 


d(c 7 A„A) d(T 12 ) 


30 b 


d(Br 7 c 7 A n A) d(T„) 


53 b 


d(MeVA„AJ d(T 12 ) 


4S b 


[d{A-T) 6 ] 2 


33 c 


[d(c 7 A-T) 6 ] 2 


36 c 


[d(Br 7 c 7 A-T) 6 ] 2 


55 c 


[d(CI 7 c 7 A-T) e l 2 


59 e 


ld(Me 7 c 7 A-T) 6 ] 2 


41 c 



•) bestimmt in 1M NaCI mit 60mM Na-Cacodylat, 100 mM MgC! 2 , pH 7.1 

b ) Oligomerkonzentration: 7,5 //M Einzelstrang, 

c ) Oligomerkonzentration: 15//M Einzelstrang 

Beispiel 34 

Phosphodiester-Hydrolyse der selbstkomplementaren Oligonucleotide 28—38 mit der Endodesoxyribonuclease 

EcoRI 

05 A 2 Bo-Einheiten des entsprechenden Oligonucleotids werden in 100 ul Puffer (bestehend aus 50 uM Tris- 
HCl-Puffer pH 75, 100 mM NaCI, 10 mM Magnesiumchlorid und 1 mM Dithioerythrol) geldst und mit Endode- 
soxyribonuclease EcoRI (high concentration, 5 ul as 250 Einheiten) versetzt AnschheBend wurde bei 37 a C 
inkubiert und in Zeitabstanden von 30 min. Proben von jeweils 10 \i\ Volumen entnommen und mit Hilfe der 
Reverse-Phase-HPLC analysiert (Laufmittelsystem II). 

Beispiel 35 

Oberpruf uhg auf Nuclease-St abilitat 

10 nmoi des zu untersuchenden Oligonucleotids werden in 450 ul 20%-igem fotalem Kalberserum in RPMI- 
Medium und 50 ml bidestilliertem Wasser geldst und bei 37° C inkubiert Damn werden sofort und nach 1, 2, 4, 7 
und 24 Stunden 10 ui Proben fur die Gelelektrophorese bzw. 20 ul Proben fur die HPLC entnommen, zum 
Abbruch der Reaktion mit 5 ul bzw. 10 ul Formamid versetzt und 5 Minuten auf 95°C erhitzt Fur die Gelelek- 
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trophorese werden die Proben auf ein 15% Polyacrylamid-Gel (2% BIS) aufgetragen und dieses bei etwa 3000 
Voltstunden entwickelt Die Banden werden durch die Silberfarbung sichtbar gemacht Zur HPLC-Analyse 
werden die Proben auf eine Gen-Pak Fax HPLC Saule (Waters/Millipore) gespritzt und bei 1 ml/min mit 5 bis 
50% Puffer A in B chromatographiert (Puffer A: lOmM Natrium-dihydrogenphosphat, 0,1 M NaCi in Acetoni- 
tril/Wasser 1 : 4 (v:v) pH 6,8; Puffer B: wie A, jedoch 1,5 M NaCI). 5 

Beispiel 36 



Testung auf antivirale Aktivitat 

10 

Die antivirale Aktivitat der PrOfsubstanzen gegen verschiedene humanpathogene Herpesviren wird im Zell- 
kulturtestsystem untersucht Fur den Versuch werden AffennierenzeUen (Vero, 2x lOVml) in serumhaltigem 
Dulbecco's MEM (5% Fdtales K&berserum FCS) in 96-Napf-Mikrotiterplatten ausgesat und 24 h bei 37° C und 
5% CO2 inkubiert Das serumhaltige Medium wird dann abgesaugt und die Zellen werden zweimal mit serum- 
freiera Dulbecco's MEM (—FCS) Gberspult Die Testsubstanzen werden in H 2 0 auf eine Konzentration von 600 15 
\iM vorverdunnt und bei - 18°C aufbewahrt Fur den Test erfolgen weitere Verdunnungsschritte in Dulbecco's 
Minimal Essential Medium (MEM). Je 100 pJ der einzelnen Prufsubstanzverdunnungen werden zusammen mit 
100 p.1 serumfreiem Dulbecco's MEM (—FCS) zu den gespQJten Zellen gegeben. Nach 3 b Inkubation bei 37°C 
und 5% 00 2 werden die Zellen mit Herpes simplex Virus Typ 1 (ATCC VR733, HSV-1 F-strain) oder mit Herpes 
simplex Virus Typ 2 (ATCC VR734, HSV-2 G-Strain) infiziert in Konzentrationen, bei denen der Zellrasen 20 
innerhalb von 3 Tagen vollkommen zerstort wird. Bei HSV-1 betragt die Infektionsstarke 500 Plaque-bildende 
Einheiten (PFU) pro Napf, bei HSV-2 350 PFU/Napf. Die Versuchsansatze enthalten dann Prufsubstanz in 
Konzentrationen von 80 \iM bis 0,04 p,M in MEM, erganzt durch 100 U/ml Penicillin G und 1 00 mg/1 Streptomy- 
cia Alle Versuche werden als Doppelbestimmung durchgef fihrt mit Ausnahme der Kontrollen, die achtfach je 
Platte durchgeffihrt werden. Die VersuchsansStze werden 17 h bei 37*C und 5 % CO2 inkubiert Die Cytotoxizi- 25 
tit der Prufsubstanzen wird nach 20 h Gesamtinkubationszeit durch mikroskopische Begutachtung der Zellkul- 
turen bestimmt Als Dosis tolerata maxima (DTM) wird die hochste Praparatkonzentration bezeichnet, die unter 
den genannten Versuchsbedingungen noch kerne mikroskopisch- erkennbaren Zellschadigungen hervorruft Es 
erfolgt daraufhin die Zugabe von FCS auf eine Endkonzentratioh von 4% mit weiterer Inkubation fur 55 h bei 
37°C und 5% CO2. Die unbehandelten Inf ektionskontrollen zeigen dann einen kompletten cytopathischen Effekt 30 
(CPE). Nach mikroskopischer Begutachtung der Zellkulturen werden diese dann mh Neutralrot entsprechend 
dera Vitalfarbungsverfahren nach Finter (1966) angefarbt Die antivirale Aktivitat einer Testsubstanz wird 
definiert als minimale Hemmkonzentration (MHK), die bendtigt wird, um 30—60% der Zellen vor dem virusbe- 
dingten cytopathogenen Effekt zu schutzen. 

35 

Abkurzungen: 



Bz Benzoyl 
br.breit 

CD Circulardichroismus 40 
d Duplett 

DC DQnnschichtchromatographie 
dG 2'-Desoxyguanosin 
dA 2'«Desoxyadenosin 

dC 2'-Desoxycytidin 45 
dT 2'-Desoxythymidin 

(D 6 )DMSO Dimethyisulfoxid, 6-f ach deuteriert 
DMF Dimethyiformamid 
DNA Desoxyribonucleinsaure 

Dmt 4,4'-Dimethoxytrityl f (4,4'-Dimethoxytriphenylm ethyl) 50 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EtOAcEthylacetat 

Et3NTriethylamin 

FC Flashchromatographie 

G Freie Enthalpie 55 

Gef. gefunden 

getr.getrocknet 

hStunde 

H Enthalpie der Duplexbildung 

HPLC Hochdnickflussigkeitschromatographie 60 

Hyp. Hypochromizitat 

ibu Isobuturyl 

J Kopplungskonstante 

Km Michaelis-Menten-Konstante 

NMR Kernmagne tische Resonanz 65 
PAGE Polyacryiamidgelelektrophorese 
PCR Polymerase chain reaction 
ppm parts per million 
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2-PrO H Isopropanol 

Rf Retention beider DC relativ zur Laufmitt Ifront 
RNA Ribonucleinsaure 
RP Reverse-Phase 
5 s Singulett 

S Enthropie der Duplexbildung 

Smp. Schinelzpunkt 

SVPD Schlangengift-Phospodiesterase 

tTriplett 

to TBK. Triethylammoniumbicarbonat 
Tm Schmelztemperatur bei Oligomeren 
UVUltravioIett 

vmax maximale Reaktionsgeschwindigkeit 
c 7 A 7-Desazaadenosin 
is Br 7 c 7 7-Brom-7-Desazaadenosin 
CI 7 c 7 7-Chlor-7-Desazaadenosin 
Me 7 c 7 7-Methyi-7-Desazaadenosin 
XWellenlange 

£ molarer Extinktionskoeffizient 

20 

PatentansprOche 

l.Oligonudeotidder Forme! I 

25 



30 



35 



40 



45 




sowie dessen physiologisch vertrSglichen Salze worin 

B unabhangig voneinander eine in der Nukleotidchemie Obliche Base bedeutet und mindestens ein B eine 
so Base der Formel II bedeutet 
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60 




(II) 



worin 

R 15 und R 16 unabhangig voneinander 
65 1. Wasserstoff 

2. Halogen, 

3. (Ci-C 10 )-Alkyl, 

4. (C 2 — C t0 >-Alkenyl, 
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5. (C 2 -Cio)-Alkinyl 

6. NO2, 

7. NH2, 

8. Cyano, 

9. _S-{Ct-Cy-Alkyi, 5 

10. (Ci-C6)-Aikoxy 

11. (C6-C2o>-AryIoxy 
IZS.H3 

13. 

10 

O 

8 

-C-R(a) 15 



14. einen wie unter 3„ 4, oder 5. definiertea Rest* der mit einera oder mehreren Resten aus der Gruppe 
SH, S-(Ci-C6>-Alk)i (Ci-Ce)-Alkoxy, OH, -NR(c)R(d), -CO-R(b), -NH-CO-NR(c)R(d), 

— NR(c)R(g), — NR(e)R(f), — NR(e)R(g) oder mit einem Polyalkylengrykol-Rest der Formel 20 
— [O— (CH2)r3s— NR(c)R(d), wobei r und s unabhingig voneinander eine ganze Zahl zwischen 1—18, 
bevorzugt 1—6, bedeuten, substituiert ist wobei funktionelle Gruppen wie OH, SH, — CO— R(b), 
-NH-CO-NR(c)R(d), -NR(c)R(d), — NR(e)R(f) f — NR(e)R(g) oder -NR(c)R(g) zusitzlich mit 
_ einer oder mehreren Gruppen, gegebenenf alls Ober einen weiteren Linker, verknfipft sein konnen, die 
die intrazellulare Aufnahme begOnstigen oder als Markierung einer DNA- oder RNA-Sonde dienen 25 
oder bei der Hybridisierung des Oligonucieotidanaiogons an die Target-Nucleinsaure diese unter 
Bindung, Quervernetzung oder Spaltung angreif en, oder 

15. einen wie unter 3., 4. oder 5. deflnierten Rest, worin ein bis alle H-Atome durch Halogen, vorzugs- 
weise Fluor, substituiert sind, bedeutet 

R(a) OH, (Ci — C^Alkoxy, (Cc— C^Axyioxy, NH 2 oder KH— T bedeutet, wobei T eine Alkylcarboxy- oder 30 
Alkylaminogruppe darstellt, die mit einer oder mehreren Gruppen, gegebenenf alls fiber einen weiteren 
Linker, verknfipft sind, die die intrazellulare Aufnahme begunstigen oder als Markierung einer DNA- oder 
RNA-Sonde dienen oder bei der Hybridisierung des Oligonucieotidanaiogons an die Target-Nucleinsaure 
diese unter Bindung, Quervernetzung oder Spaltung angreifen, 

R(b) Hydroxyl, (Q — Q^Alkoxy, oder -N(R(c)R(d) bedeutet, 35 
R(c) und R(d) unabhingig voneinander H, (G— C6)-Alkyi unsubstituiert oder substituiert mit — NR{e)R(f) 
oder — NR(e)R(g) bedeuten, 

R(e) und R(f) unabhingig voneinander H oder (Q — Ce)-Alkyl bedeuten, 
R( g ) (q -Ce)-Alkyl-COOH bedeutet 

mit der MaBgabe, daB R IS und R 16 nicht jeweils gleichzeitig Wasserstoff, NO2, NH& Cyano oder SiH 3 sein 40 
kdnnen, 

E und F unabhingig voneinander H, OH oder NH2 bedeuten, 

R 1 Wasserstoff, Ci— Cu-Alkyl C2— Qs-AIkenyi, C 2 — Qs-Alkinyl, C2— G a-Alkyicarbony I, C3—C19- Aiken- 
ylcarbonyl, C3— Ci9-Alldnylcarbonyi, (C6— Cu)-Aryl-{Ci— Cs)-alkyl, eine in der Nukleotidchemie ubliche 
Schutzgruppe oder einen Rest der Formel Ilia 45 



I 

Z - P - Z' (Ilia) 
II 

W 

bedeutet; 

R u Wasserstoff, d — Cts-Alkyl, C2— Cig-Alkenyl, C 2 -Cis-Alidnyi Q— C,r Alkylcarbonyl, C 3 — C w -Alken- 55 
ylcarbonyl, C3— C|9-AlkihyIcarbonyl,{C6— Q4)-Aryl-(Ci — Cs)-alkyl, oder einen Rest der Formel nib 

I 

Z - P - X (Illb) so 
II 

W 

bedeutet; 65 
R 2 Wasserstoff, Hydroxy, Ci — Qs-Alkoxy, Ci — Ce-AIkenyloxy, insbesondere Aliyioxy, Halogen, Azido oder 
NH 2 bed utet; 

a ffir Oxy, Sulf anidyl oder Methyien steht; 
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n cine ganze Zahl > 1 bed utet; 

W Oxo, Thioxo oder Selenoxo bedeutet; 

V Oxy, Sulf andiyi oder Imino bedeutet; 

YOxy, Sulf andiyl Imino oder Methylen bedeutet; 

Y' Oxy, Sulf andiyl Imino, (CH 2 )m oder V(CH 2 )m ist, worin 

m eine ganze Zahl von 1 bis 18 bedeutet; 

NHR 3 , NR 3 R 4 oder einen Rest der Formel IV 
(OCH2CH 2 )pO(CH2)qCH2R s (TV) 

jJqISSSw Cs-CarAryl, (Ce-CuVAryKCt-CeValkyl, 2^CH 2 )c-[^CH 2 )cJ.-NR 6 R 6 . worm c 
eine ganze Zahl von 2 bis 6 una d eine ganze Zahl von 0 bis 6 ist. und R unabb^g.g vonemander 
WatserSf oder C-Cs-Alkyl oder Q-CVAIkoxy-C, -CValkyl ist; R C-Q^AlkyJ Ce-^-^yi oder 
S-c7o>-Aryl-<C,ic 8 )-alkyI bedeutet oder im FaUe von NR R zusammen mi R 3 und dem s.e tragenden 
Mckstoffatom einen 5-6-gliedrigen heterozyklischen Ring bedeutet, der zusatzhch ein weiteres Hetero- 
atom aus der Reihe O, S, N enthalten kann, 
p eine ganze Zahl von 1 bis 100 ist, 

e eine ganze Zahl von Obis 22 ist, _, ... , 

R* Wasserstoff oder eine funktionene Gruppe wie beispielsweise Hydroxy, Amino, Ci-Cs-AIkylaramo, 

COOH, CONH2, COCXC -C4>-AIkyi oder Halogen bedeutet; 

ZimdZ'unabhangigvoneinanderHydroxy,Mercapto,SeHC,-C2r;Alkoxy. -0-(CH2>>-NR*R .worm 
b eine ganze Zahl von 1 bis 6 ist, und R 2 Q-Ce-AIkyl ist oder R« und R 2 zusammen mrt demj ae > tragenden 
Stickstoffatom einen 3-6gliedrigen Ring Widen, d-CrAlkyi ^-CWAxyl ) (^-C,^A^<C 1 -^a - 
kyL (Ce-CMVAryKC -C)-aIkoxy, wobei Aryl auch Heteroaryl bedeutet und Aryi gegebenenfalls durch 1, 
2 ode? 3 gleicteoder veiichiedene Reste aus der Reihe Carboxy, Amino, Nitro, C, -^-Alkylammo, 
C,-C 6 -AlWHydroxy,Halogenund<^anosubstitmertist,Ci-CtrAlkylm 

RUt der Formel IV oder erne Gruppe bedeuten, die die intrazellulare Aufnahme begfinsttgt oder als 
Markierung einer DNA- oder RNA-Sonde dient oder bei der Hybridisierung des Ohgonucleotmanalogons 
an die Target-Nucleinsaure diese unter Bindung, Quervemetzung oder Spaltung angreift, mid 
die geschweifte Klammer andeutet daB sich R 2 und der benachbarte Phosphoryl-Rest m V- und 3 -SteUung 
oder auch lungekehrtinS'-und^-SteUungbefindenkdnnen, . 

wobei jedes Nucleotid in seiner D- bzw. L-Konfiguration vorhegen kann und sich die Base B in a- bzw. 

B-Stellung befinden kann, . , _ nu . 

mit der MaBgabe, daB Y, Y'.X, V, und Wnicht alle Oxo und U nicht Hydroxy •bedeuten wennE = OH oder 
NHj und F = OH ist, R» Wasserstoff ist und R" Br, a F, Cyano, (C,-C*)-Alkyl (C 2 -Cn)-AIkenyI oder 

^O^SmicIeotid gOTaBAnspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB sich die Base B in B-Stellung befindet die 
Nucleotide in der D-Konfiguration vorliegen, R 2 sich in 2'-Stellung befindet, a fur Oxy steht und n erne 
ganze Zahl von 2—99 bedeutet 

3. OHgonucleotidgemaBAnspruchl oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 

R» Wasserstoff, d -C«-Alkyl, insbesondere Methyl oder einen Rest der Formel Ilia bedeutet; 

R u Wasserstoff, C t -Ce-AlkyI,insbesondere Methyl, oder einen Rest der Formel llllb bedeutet; 

R 2 Wasserstoff, Q-QrAlkoxy, Ci-Gs-Alkenyloxy, insbesondere Allyloxy, oder Hydroxy, insbesondere 

Wasserstoff, bedeutet; 

n eine ganze Zahl von 4 bis 39 , insbesondere 5 bis 29, bedeutet; 

m eine ganze Zahl von Ibis 6, insbesondere 1, bedeutet; 

U Hydroxy, Mercapto, C-Ce-Alkoxy, C-Ce-ABcyl, NR 3 R 4 oder NHR 3 , insbesondere Hydroxy oder 

R^^^M^tSviS^Ct-C.-Atkyl oder Methoxyethyl ist, und B, W, V, Y, Y', X und Z die in 
Anspruch 1 aufgefuhrte Bedeutung haben. . 

4. Oligonucleotid gemaB einem oder mehreren der Anspriiche 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB V, Y 
und Y' die Bedeutung von Oxy, Sulfandiyl oder Imino haben. . 

5. Oligonucleotid gemaB einem oder mehreren der Ansprflche 1-4, dadurch gekennzeichnet, daB W die 
Bedeutung von Oxo oder Thioxo hat jo»rj'~ 

6. Oligonucleotid gemaB einem oder mehreren der Ansprflche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB U die 
Bedeutung von Hydroxy, Methyl oder Mercapto hat 

7. Oligonucleotid gemaB einem oder mehreren der Ansprflche 1-6, dadurch gekennzeichnet daB R' 
und/oderR u fur Wasserstoff steht . . . . . .. , 

8. Verfahren zur HersteUung der Oligonucleotide der Formel I sowie dessen physiologisch vertrSglichen 
Salze nach einem der Anspruch 1-7, dadurch gekennz ichnet daB man sukzessive em Nucleottd mit 
jeweils einer Nudeobase an einen entsprechenden derivatisierten Trager oder an erne wachsende Obgo- 

9. 7*2135 de^OUgonucleotide nach einem der Ansprflche 1-7 zur HersteUung eines Arzneimittels 
1 JvcS^n^Herstellung eines Arzneimittels oder Diagnostikums, dadurch gekennzeichnet daB min- 
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destens ein Oligonucleotid nach einem der Anspruche 1—7 mit einem physiologisch annehmbaren Trager 

sowie gegebenenf alls geeigneten Zusatzstoff en und/oder Hilfsstof fen vermischt wird. 

11. Arzneimittel oder Diagostikum, enthaltend eine oder mehrere der Verbindungen nach einem der 

Ansprfiche 1—7, gegebenenf alls zusammen mit physiologisch annehmbaren Trager und/oder Hilfsstof fen. 

1Z Nucleotidmonomer der Formel V 5 




worm 

V Oxy, Sulfandiyi oder Imino ist; 30 

Oxy, Sulfandiyi oder Methylen ist; 
a fur Oxy, Sulfandiyi oder Methylen stent; 

R 21 * Wasserstoff, OR 12 , Q — Qs-Alkoxy, Ci— Ce-Alkenyloxy, insbesondere Allyioxy, Halogen, Azido oder 
NR 10 R U bedeutet; 

R 1 eine in der Nukleotidchemie ubliche Schutzgruppe bedeutet; 35 
R lb ein Succinylrest ist, der fiber eine Amid- oder Methylimidbindung mit einem amino* oder methylamino- 
funktionalisierten Trfiger verknupft ist, oder 
einen Rest der Formel IIIc oder Hid bedeutet 

1 1 . 

U — P — Q (IIIc) O » P - O e (llld) 

1 

worin 

U (Ci -Cig>-Alkoxy, (Q-Cis^Alkyl (Ce-CzoJ-Aryl, (Ce-Q^Aryi-CQ-Ce^Alk^O-R^ S-R 7 oder ei- 
nen Rest der Formel fv 

(OCHiCHzipCKCHz^CP^R 5 (IV) ^ 

worin R 5 gleich H ist, bedeutet; 
Q einen Rest — NR B R 9 bedeutet 

R 7 -(CH 2 >2-CN bedeutet; 55 
R 8 und R 9 gleich oder verschieden sind und Q — Ce- Alkyi, insbesondere Isopropyl oder Ethyl bedeuten oder 
zusammen mit dem sie tragenden Stickstoffatom einen 5— 9-gliedrigen heterozyklischen Ring bedeuten, 
der zusatzlich ein weiteres Heteroatom aus derReihe O, S, N enthalten kann, insbesondere 






oder 



E' und F unabhangig von inander H, OR 12 oder NR t0 R n bedeuten, 

R 10 und R u gleich oder verschieden sind und Wasserstoff oder ine in d r Nukleotidchemie ubliche 
Aminoschutzgruppe bedeuten oder R 10 und R u gemeinsam eine in der Nukleotidchemie ubliche Amino- 
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schutzgruppe bilden; 

R 12 Wasserstoff oder ine in der Nukleotidchemie Obliche Hydroxylschutzgnippe, wie beispieisweise t-Bu- 
tyl-dimethyi-siiyl, Triisopropyl-silyl, o-nitro-Benzyl p-nitro-Benzyl oder 2-Fluorphenyl-4-methoxypip ridin- 
4-yi(FPMP) bedeutet; 
R 15 und R 16 unabhangig voneinander 

1. Wasserstoff 

2. Halogen, 

3. (Ci-Cio>-Alkyl, 

4. (C 2 — Cio>-Alkenyl, 

5. (C 2 -C, 0 )-AlkinyI, 

6. NO* 

7. NH* 

8. Cyano, 

9. -S-(Ci-C6>Alkyl, 

10. (Ci-C<s)-Alkoxy 

1 1. (C«— C2o>Aryloxy 
!2.SiH 3 

13. 



O 
II 

-C-R(a) 



14. einen wie unter 3., 4., oder 5. definierten Rest, der mit einem oder mehreren Resten aus der Gruppe 
SH, S-(Q-C6>-Alkyl, (Q-CeVAlkoxy, OH, -NR(c)R(d), -CO-R(bX -NH-CO-NR(c)R(d), 

j -NR(c)R(g), — NR(e)R(f), — NR(e)R(g) oder mit einem Polyalkyienglykol-Rest der Formel 
— [O— (CH2^]g— NR(c)R(d), wobei r und s unabhangig voneinander eine ganze Zahl zwischen 1—18, 
bevorzugt 1—6, bedeuten, substituiert ist wobei funktionelle Gruppen wie OH, SH, — CO— R(b), 
-NH-CO-NR(c)R(d), -NR(c)R(dX -NR(e)R(f), — NR(e)R(g) oder -NR(c)R(g) eine in der Nu- 
kleotidchemie Obliche Schutzgruppe tragen oder mit einer oder mehreren Gruppen, gegebenenfalls 
fiber einen weiteren linker, verknfipft sein konnen, die die intrazellulare Aumahme begunstigen oder 
als Markierung einer DNA- oder RN A-Sonde dienen oder bei der Hybridisierung des Oligonucleotida- 
nalogons an die Target-Nucleinsaure diese unter Bindung, Quervernetzung oder Spaltung angreifen, 
oder 

15. einen wie unter 3., 4. oder 5. definierten Rest, worm ein bis alle H-Atome durch Halogen, vorzugs- 
weise Fluor, substituiert sind, bedeutet 

R(a) OH, (Ci— Ce)-Alkoxyt (Cs— C M )-Aryioxy, NH2 oder NH— T bedeutet, wobei T eine Alkylcarboxy- 
oder Alkylaminogruppe darstellt, die mit einer oder mehreren Gruppen, gegebenenfalls fiber einen weite- 
ren Linker, verknfipft sind, die die intrazellulare Aumahme begunstigen oder als Markierung einer DNA- 
oder RNA-Sonde dienen oder bei der Hybridisierung des Oligonucleotidanalogons an die Target-Nuclein- 
saure diese unter Bindung, Quervernetzung oder Spaltung angreifen, 
R(b) Hydroxy!, (Q-Ce^Alkoxy, oder -N(R(c)R(d) bedeutet, 

R(c) und R(d) unabhangig voneinander H, (Ci— C^Alkyl unsubstituiert oder substituiert mit — NR(e)R(f) 
oder— NR(e)R(g) bedeuten, . 

R(e) und R(f) unabhangig voneinander H oder (Q — Ce)-Alkyi bedeuten, 
R( g ) (d -.Ce)-AIkyl-COOH bedeutet 

mit der MaBgabe, daB R 15 und R 16 nicht jeweils gleichzehig Wasserstoff, NO* NH* Cyano oder SiH 3 sein 
konnen, 

wobei funktionelle Gruppen wie OH, NH2 oder COOH gegebenenfalls mit einer in der Nukleotidchemie 
fiblichen Gruppe geschfitzt sind, 

die geschweifte Klammer andeutet, daB sich R 2 und der benachbarte Phosphor(ni)rest in 2'- und 3'-Stellung 
oder auch umgekehrt in 3'- und 2'-Stellung befinden konnen, 

mit der weiteren MaBgabe , daB Y* und V nicht Oxy ist wenn E' - OR 12 oder NR l0 R a und F - OR* 2 ist 
und R 16 Wasserstoff ist und R 15 Br, CI, F, Cyano, (Q — G^Alkyl, (C 2 — OVAlkenyi oder (C2-C4>-AIkinyl 
bedeutet 

13. Verfahren zur Herstellung eines Nucleotidmonomers der Formel V gemaB Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB die korrespondierenden Nucleosidmonomere der Formel V nach Einffihrung geeigne- 
ter Aminoschutzgruppen bzw. Hydroxylschutzgruppen in die entsprechenden Phosphonat- oder Phospho- 
ramiditderivate fiberg ffihrtwerdea 

14. Verwendung eines Nucleotidmonomers gemaB Anspruch 12 zur Herstellung von Oligonukleotiden, die 
zusammen mit ihren Target-Nucleinsauren stabile Hybridisierungskomplex bilden. 

15. Verbindung der Formel VI 
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0 




0 




1 1 




1 1 


o- 


-P-0 




-p-o- 

! 




1 

_ U *' _ 


e 


U " 




(VI ) 



worin unabhangig voneinander 

U' *= U" « U"'gleich Hydroxy! oder Merapto ist; 

e und f 0 oder 1 bedeuten; 

R 13 Wasserstoff, OH, Ci — Cis-Alkoxy, Ct— Ce-Alkenyloxy, insbesondere Allyioxy, bedeutet; 
E und F unabh&ngig voneinander H, OH oder NH2 bedeuten; 
R 15 und R 16 unabhangig voneinander 

1. Wasserstoff 

2. Halogen, 

3. (Ci-do)-Alkyl, 

4. (C 2 -Cio>Alkenyl, 

5. (C 2 -Cio>Alkinyl, 

6. NO21 

7. NH2, i& 

8. Cyano, 3m> 

9. -S-(C 1 -C 6 )-AIkyi, 

10. (Ci-C«)-Aikoxy 

11. (C6—C2o)-Aryloxy 
12.SiH 3 

13. 



II 

-C-R(a) 



14. einen wie unter 3., 4, oder 5. definierten Rest, der mit einem oder mehreren Resten aus der Gruppe 
SH, S-(Ci-Cs)-Alkyi, (Q-C^-Aikoxy, OH, -NR<c)R(d), -jEQ-R<b), -NH-~CO-NR(c)R(d), 
— NR(c)R(g), — NR(e)R(f), — NR(e)R(g) oder mit einem Polyalkytenglykol-Rest der Formel 
— [O— (CH2VI— NR(c)R(d), wobei r und s unabhangig voneinander eine ganze Zahl zwischen 1—18, 
bevorzugt i— 6, bedeuten, substituiert ist wobei funktionelle Gruppen wie OH, SH, — CO— R(b), 
-NH-CO-NR(c)R<d), -NR(c)R(d), — NR(e)R(f), -NR(e)R(g) oder -NR(c)R(g) zusatzlich mit 
einer oder mehreren Gruppen, gegebenenfalls Qber einen weiteren Linker, verknupft sein konnen, die 
die intrazeUulare Aufnahme begunstigen oder als Markierung einer DNA- oder RNA-Sonde dienen 
oder bei der Hybridisierung des Oligonucleotidanalogons an die Target-Nucieinsaure diese unter 
Bindung, Quervernetzung oder SpaJtung angreif en, oder 

1 5. einen wie unter 3,4. oder 5. definierten Rest, worin ein bis alle H-Atome durch Halogen, vorzugswei- 
se Fluor, substituiert sind, bedeutet 

R(a) OH, (Q — CeJ-AIkoxy, (Cg— C:»)-Aryloxy, NH2 oder NH-T bedeutet, wobei T eine Alkyfcarboxy- oder 
AJkylaminogruppe darstellt, die mit einer oder mehreren Gruppen, gegebenenfalls Qber einen weiteren 
Linker, verknQpft sind, die die intrazeUulare Aufnahme begunstigen oder als Markierung einer DNA- oder 
RNA-Sonde dienen oder bei der Hybridisierung des Oligonucleotidanalogons an die Target-Nucieinsaure 
diese unter Bindung, Quervemetzung oder Spaltung angreifen, 
R(b) Hydroxyl, (Q -Ce)-Alkoxy, oder -N(R(c)R(d) bedeutet, 

R(c) und R(d) unabhangig von inander H, (Q-CeVAlkyl unsubstituiert oder substituiert mit -NR(e)R(f) 
oder -NR(e)R(g) bedeuten, ~~ HW/ 

R(e) und R(f) unabhangig voneinander H oder(Ci-Cs)-Alkyi bedeutertr 
R(g)(Ci-C6>-Alkyl-CXX)Hbedeut t 

mit der MaBgabe, daB R»* mid R»« nicht jeweils gleichzeitig Wasserstoff, NO2, NHi Cyano oder SiH 3 sein 
konnen, * 

wobei Verbindungen der Formel VI ausgenomraen sind in denen R t6 gleich H ist und R 15 (C 2 -Cio)-Alkmyl 
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substituiert mit — NR(c)R(d) oder — NR(e)R(f) bedeutet; 

und d r weiteren MaBgabe, daB e und f nicht 0 sind, wenn E « OH oder NH 2 und F — OH ist, R 16 
Wasserstoff ist und R 15 Br, CI F, Cyano, (Ci — C^-Alky!, (C 2 — C^-Alkenyl oder (C 2 - C*)-Alkinyl bedeutet 

16. Verwendung eines Nucleotidmonomers der Fonnel VI gemaB Anspruch 15 als Hilfsmittel in der 
Molekularbiologie. 

1 7. Verbindung der allgemeinen Formel VII 



E und F unabhangig voneinander H, OH oder NH2 bedeuten und OH und NH2 gegebenenf alls mit einer in 
der Nukleotidchemie fiblichen Schutzgruppe geschutzt sind; 

R 15 und R 16 unabhangig voneinander Wasserstoff, (C5— Cio)-Alkyl, (C5— Cto)-Alkenyf, (C5— Cio^Alkinyt J, 

CI Br, F oder Cyano bedeuten, wobei R 15 und R 16 nicht gleichzeitig Wasserstoff sein konnen, wobei ferner 

R 15 nicht Wasserstoff, CI, Br oder Cyano sein kann wenn R 16 und E Wasserstoff und F NH 2 bedeuten, und 

der weiteren MaBgabe, daB R 15 nicht J ist, wenn R 16 Wasserstoff, E NH 2 und F OH bedeutet, 

R 14 unabhangig voneinander H oder eine in der Nukieotidchemie fibliche Schutzgruppe bedeutet 

18. Verwendung von 7-Desazapwiiimikleotiden, die an der 7- und/oder 8-Position substituiert sind, zur 

Sequenzierung von Nukleinsauren. 





wonn 
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